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Resumo 
O estado da arte do conhecimento sobre as relações entre variabilidade genética e a dinâmica das populações humanas é reflexo de anos de descrições de frequências alélicas e genotípicas. Os padrões de variação de marcadores genéticos em regiões codificadoras e não-codificadoras não são necessariamente os mesmos, uma vez que mutações em regiões codificadoras podem ter impactos significativos na sobrevivência de um indivíduo. Esse trabalho tem por principal objetivo explorar a variabilidade genética humana sob duas perspectivas. Na saúde refere-se à variabilidade genética acessada por marcadores genéticos neutros, que caracterizam as relações de variabilidade entre os grupos populacionais de uma forma não-enviesada. Para isso, utilizou-se um painel de 100 inserções Alu em um conjunto de 1125 amostras de populações mundiais. O painel evidenciou grande desequilíbrio de ligação nas populações brasileiras e na população de Utah, fruto da miscigenação recente (250 anos) durante a formação dessas populações. A miscigenação detectada pelo painel distorce as relações entre os grupos populacionais, uma vez que Kalunga forma um grupo à parte dentro do grupo africano (devido à miscigenação europeia) e Brasília se assemelha mais ao grupo do Oriente Médio do que ao europeu (devido à miscigenação africana). Além disso, o painel evidenciou que os grupos populacionais não podem ser considerados homogêneos, apesar de pelo menos uma população de cada grupo não apresentar diferenciação populacional às outras populações do seu grupo. Na doença, a variabilidade genética de genes e regiões gênicas foram avaliadas usando como exemplo a susceptibilidade de indivíduos a formas severas da infecção pelo vírus da influenza H1N1, a partir de uma busca da variabilidade genética global acessada por meio do 1000 Genomes Project. A variabilidade genética para marcadores associados à susceptibilidade a formas severas da infecção pelo vírus da influenza é pequena, ocorrendo principalmente em regiões intergênicas e que, a priori, não afetam a expressão dos genes. No entanto, mutações que já haviam apresentado associação a quadros severos da infecção alcançaram maiores frequências nas populações que tiveram maiores taxas de mortalidade durante a pandemia de H1N1/2009, que estão também relacionadas à ancestralidade compartilhada dessas populações. Portanto, os marcadores genéticos neutros foram suficientes para a diferenciação de grupos de amostras quanto à ancestralidade geográfica, onde as populações miscigenadas tenderam a se agrupar a populações que representassem o grupo com maior contribuição genética daquela população. Já os marcadores genéticos associados à susceptibilidade à infecção pelo vírus da influenza, permitiram identificar poucos grupos, normalmente também congruentes com a ancestralidade genética das amostras. Dessa forma, entender a ancestralidade genética de um grupo populacional facilitaria entender a susceptibilidade a doenças infecciosas, isto é, as duas classes de marcadores se complementam na busca de um melhor entendimento da transição entre a saúde e a doença. 
Palavras-chave: genética de populações; 1000 Genomes Project; vírus da influenza; inserção Alu; ancestralidade genética; composição genética; diferenciação populacional
Abstract 
The state of the art of the knowledge about the relationship between genetic variability and the dynamics of human populations is a result of yeas of describing allelic and genotypic frequencies. The patterns of variation for genetic markers in coding and non-coding regions are not the same, since mutations in coding regions might have significant impact in one’s ability to survive. The main goal for this work is to explore the human genetic variability under two different perspectives. In health, it refers to the genetic variability that is accessed by neutral genetic markers, which describe the variability relationships among population groups in an unbiased way. To achieve that, a panel of 100 Alu insertions was used in a set of 1125 worldwide samples, including 160 samples from two admixed Brazilian populations, Brasília and Kalunga. The insertion panel showed a tenfold increase in the number of linked loci to each locus in Brasilia, Kalunga and Utah when compared to African, European, Asian and Indian populations. Which is mainly due to the recent admixture of different populations in the making of those populations (250 years). Kalunga clusters with the African populations, but still shows differentiation due to being admixed, Brasilia clusters with both the European and the Middle-Eastern groups, being the last one more genetically similar to Brasilia than the first due to an African genetic component. The population groups cannot be considered homogeneous, despite at least one population of each group not showing population differentiation to the other populations of its group. In health, the genetic variability of genes and coding regions were evaluated using as a model the susceptibility of an individual to severe forms of H1N1 influenza virus infection, by searching a global genetic variability that exists in the 1000 Genome Project database. The genetic variability of genetic markers that are associated to susceptibility to severe forms of influenza infection is small, occurring mainly in intergenic regions that, a priori, do not affect gene expression. However, mutations that have been associated to severe forms of infection have reached larger frequencies in populations that had larger mortality rates during the H1N1/2009 pandemic. Therefore, the neutral genetic markers were sufficient to the clustering of samples related to their geographic region. An exception to that were the admixed Brazilian populations that clustered with the groups that had contributed most to their genetic composition. The genetic markers related to susceptibility to influenza virus infection, on the other hand, could tell apart few groups, usually coincidental to their genetic ancestry. In this way, understanding the genetic ancestry of a population group would make it easier to understand the susceptibility to infectious diseases, that is to say that both classes of genetic markers complete each other in the search for a better understanding of the transition between health and sickness. 
Keywords: population genetics; 1000 Genomes Project; influenza virus; Alu insertion; genetic ancestry; genetic profile; population differentiation 
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antiviral mitocondrial (MAVS), inibindo essa proteína e a produção de interferon tipo-I. PB2 também se 
liga a MAVS e inibe sua função. Além disso, PB2 se liga ao estimulador de promotor interferon 1 (IPS-
1), resultando na inativação do promotor que levaria à produção de interferon tipo-I. Setas pontilhadas 
representam vias e linhas sólidas e setas representam interações diretas. ........................................ 90 
Figura II. 3 Vias de Apresentação antigênica por HLAs e ativação da resposta imune adaptativa.





Em julho de 2010, os renomados geneticistas Guido Barbujani e Vincenzo 
Colonna pareciam estupefatos com a nova possibilidade de se comparar o genoma 
completo de treze indivíduos (de continentes diferentes) ao genoma referência 
humano e os desdobramentos que a novidade poderia trazer para o melhor 
conhecimento da variabilidade genética humana (Barbujani & Colonna, 2010). Isso 
porque o estudo da variabilidade genética humana era baseado exclusivamente em 
fenótipos observáveis, tais como o sistema ABO, proteínas eritrocitárias e isoenzimas 
(Markert, 1968; Lewontin, 1972) até final dos anos 70. Na década de 70, iniciou-se um 
movimento tecnológico que permitiu avanços na área da biologia molecular com o 
início do uso das enzimas de restrição e a posterior descrição de polimorfismos de 
fragmentos de restrição, os RFLPs. 
Os primeiros trabalhos a utilizarem diretamente a avaliação do material 
genético ocorreram no início da década de 80 com a descrição de RFLPs nos genes 
da família da hemoglobina (Gill, et al., 1985; Nakatsuji, et al., 1985). A partir do 
desenvolvimento da técnica de sequenciamento por terminação de cadeia por Sanger, 
Nicklen e Coulson (1977), foi possível descobrir novos marcadores genéticos e os 
descrever em diversas populações humanas. Entretanto, devido a dificuldades desse 
tipo de análise (custo, tempo, equipamento e pessoal), poucos marcadores genéticos 
eram utilizados em um mesmo estudo e, frequentemente, em um número pequeno de 
amostras. O desenvolvimento de tecnologias de automação do processo de 
eletroforese, conhecido como eletroforese capilar (Zagursky & McCormick, 1990, apud 
Dovichi, 1997), permitiu a mudança no ritmo de produção de dados que culminou no 
sequenciamento completo do genoma humano e a subsequente montagem do 
genoma referência em 2004 (International Human Genome Sequencing Consortium, 
2004). 
Pouco mais de três meses depois da revisão publicada por Barbujani e 
Colonna, o consórcio internacional The 1000 Genomes Project Consortium publicou 
um artigo que comparou os genomas completos de 188 indivíduos ao genoma 
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referência e entre si, e um total de 1024 indivíduos considerando sequenciamento total 
e exoma total (The 1000 Genomes Project Consortium, 2010). Em 2015, o mesmo 
consórcio publicou um mapa global da variabilidade genética humana onde, entre 
genomas e exomas completos por sequenciamento de alto desempenho (NGS – next 
generation sequencing) e array-CGH, exploraram um total de 2.500 indivíduos 
distribuídos pelos cinco continentes (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015a).  
Isso é, a velocidade com a qual o conhecimento cientifico vem sendo 
gerado, em especial com relação ao melhor entendimento do genoma da nossa 
espécie, leva a crer, novamente, que estejamos próximos de ter respostas finais aos 
questionamentos relativos às diferenciações populacionais da nossa espécie, assim 
como à dinâmica das populações. Isso vem ao encontro do que era demandado há 
décadas: quanto maior o número de marcadores genéticos maior a probabilidade de 
entender as relações evolutivas entre as populações e, com isso, traçar hipóteses 
cada vez mais consistentes sobre origens e rotas de povoamento (Salzano & 
Callegari-Jacques, 1988; Saitou, 1995), além da miscigenação ocorrida mais 
intensamente com as grandes navegações pós-colombianas. 
O estado da arte do conhecimento sobre as relações entre variabilidade 
genética e a dinâmica das populações humanas é reflexo de anos de descrições de 
frequências alélicas e genotípicas. Este panorama passou por diversas fases, o que 
incluiu a busca por marcadores genéticos população-específicos (population-specific 
alleles; Neel, 1973) e marcadores informativos de ancestralidade (AIMs – ancestry 
informative markers, Bonilla, et al., 2004; Shriver, et al., 1997; Parra, et al., 1998), 
passando por marcadores associados a doenças (Piel, et al., 2010) e identificação de 
indivíduos (Gill, et al., 1985; Budowle, et al., 1999) até o aperfeiçoamento de técnicas 
para a detecção de milhares de variantes por estudo/experimento (Schoumans, et al., 
2004; The 1000 Genomes Project Consortium, 2015a; The 1000 Genomes Project 
Consortium, 2015b; Grotenhuis, et al., 2016).  
O resultado desses esforços para descrever a variabilidade humana 
resultou num grande volume de dados que necessitaram catalogação, organização e 
curadoria, o que demandou iniciativas internacionais para desenvolver bancos 
públicos contendo essa variabilidade (tabela 1). Assim surgiram repositórios públicos 
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de dados genéticos, alguns específicos para um determinado tipo de variante (p.ex. 
dbSNP, dbRIP, dbGaP, dbVar), alguns específicos para a finalidade do estudo (p.ex. 
ClinVar, ClinicalTrials, dbMHC, Genes and Disease) e outros que acabam aliando as 
duas facetas (p.ex. HapMap – desativado recentemente, 1000 Genomes Project).  
Tabela 1 Lista de repositórios públicos de variabilidade genética humana, incluindo tipo de repositório, endereço eletrônico e referência. 
Repositório Finalidade/Tipo de marcador Website Referência 
dbSNP Polimorfismos de nucleotídeo único www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP (Sherry, et al., 2001) 
dbRIP Polimorfismo de inserção de retrotransposon dbrip.org/ (Wang, et al., 2006) 
dbGaP Genótipos e fenótipos www.ncbi.nlm.nih.gov/gap (Mailman, et al., 2007) 
dbVar Variantes estruturais www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar (Kitts, et al., 2014) 
ClinVar Variantes com importância clínica www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar (Landrum, et al., 2014) 
dbMHC Dados referentes ao MHC www.ncbi.nlm.nih.gov/gv/mhc (Gourraud, et al., 2006) 
COSMIC Mutações somáticas em câncer cancer.sanger.ac.uk/cosmic (Bamford, et al., 2004) 
Decipher Variantes estruturais com importância clínica decipher.sanger.ac.uk/ (Firth, et al., 2009) 
BGMUT Variantes relacionadas a eritrócitos www.ncbi.nlm.nih.gov/gv/rbc (Patnaik, et al., 2012) 
HapMap Variantes comuns Descontinuado (The International HapMap Consortium, 2003) 
1000 Genomes Project 
Todos os tipos de variante www.1000genomes.org/home 
(The 1000 Genomes Project Consortium, 2010) 
 
Os muitos anos de descrição de frequências alélicas permitiram, então, 
comparar grupos populacionais de distintas posições geográficas e padrões de 
composição genética foram sendo descritos. Por exemplo, estudos do Centre d’Étude 
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du Polymorphisme Humain (CEPH) com 783 marcadores microssatélites neutros 
(Ramachandran, et al., 2005; Liu, et al., 2006) mostraram que há uma forte relação 
entre a diversidade genética de uma população e a distância em que essa população 
se encontra de um ponto arbitrário na África, onde supostamente surgiu o humano 
moderno (Homo sapiens). Mais do que isso, esses estudos evidenciaram que o índice 
de diferenciação populacional (FST) era corretamente estimado pelas distâncias entre 
as populações e que a diversidade genética de uma população tende a cair fortemente 
quanto mais a população se distancia do ponto de origem africano (Figura 1e).  
Diversos trabalhos com marcadores autossômicos, DNAmt e cromossomo 
Y chegaram ao mesmo resultado: populações africanas apresentam maior 
diversidade genética do que populações não-africanas (The International HapMap 
Consortium, 2005; Garrigan, et al., 2007; Jakobsson, et al., 2008; Li, et al., 2008; The 
1000 Genomes Project Consortium, 2010; The 1000 Genomes Project Consortium, 
Figura 1. Visão esquemática da evolução da biodiversidade humana a partir de frequências alélicas de marcadores do tipo SNP. Os pontos coloridos representam genótipos diferentes, os gráficos de pizza da letra E representam as frequências alélicas em cinco regiões ao final do processo. Datas aproximadas para os cinco panoramas: (a, b) > 60.000 anos atrás; (c) 60.000 anos atrás; (d) 40.000 anos atrás; (e) 30.000 anos atrás. Retirado de Barbujani & Colonna (2010). 
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2015), o que potencialmente corrobora a origem africana do humano moderno. Isso 
porque sua dispersão pelos continentes foi permeada por diversos gargalos de garrafa 
seletivos e efeito fundador, fazendo com que a diversidade genética fosse perdida ao 
longo dessa expansão (Ramachandran, et al., 2005). 
Os padrões de variação de marcadores genéticos em regiões codificadoras 
e não-codificadoras não são necessariamente os mesmos, uma vez que mutações 
em regiões codificadoras podem ter impactos significativos na sobrevivência de um 
indivíduo. Regiões codificadoras – i.e., em genes, cujo exemplo de variabilidade será 
discutido no capítulo 2 deste trabalho – sofrem um monitoramento mais rigoroso, 
sendo que mutações nessas regiões tendem a desaparecer antes de alcançar 
frequência significativa na população. Essa pressão seletiva tende a diminuir a 
variabilidade genética encontrada nas regiões codificadoras, a não ser que a nova 
mutação tenha valor adaptativo, conferindo proteção ao indivíduo portador que poderá 
se reproduzir e aumentar a frequência dessa mutação na população.  
Os marcadores neutros, por sua vez, se diversificam principalmente através 
de processos demográficos e deriva genética, uma vez que a seleção dessas regiões 
é frequentemente mais afrouxada (Kirk & Freeland, 2011). Dado esse cenário, uma 
mutação numa região neutra não-codificadora do genoma tem maiores chances, em 
comparação com regiões codificadoras, de aumentar de frequência em gerações 
futuras, já que possivelmente não terá impacto na capacidade de sobrevivência ou de 
reprodução do indivíduo (Tishkoff & Verrelli, 2003). Isso implica que a variabilidade 
genética relacionada a marcadores genéticos neutros é maior do que a de marcadores 
genéticos que estejam em regiões do genoma sob seleção. 
Assim, esse trabalho tem por principal objetivo explorar a variabilidade 
genética humana sob duas perspectivas. O primeiro enfoque, na saúde, refere-se à 
variabilidade genética acessada por marcadores genéticos neutros, que a priori não 
têm impacto no fitness dos indivíduos, e que caracterizam as relações de variabilidade 
entre os grupos populacionais de uma forma não-enviesada, permitindo, portanto, que 
a ancestralidade genética de populações miscigenadas seja acessada, e que grupos 
com diferentes ancestralidades genéticas sejam distinguidos. Nesse caso, o modelo 
de marcadores neutros selecionado é um painel de 100 inserções Alu. No segundo 
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enfoque, na doença, a variabilidade genética de genes e regiões gênicas foram 
avaliadas usando como exemplo a susceptibilidade de indivíduos a formas severas 
da infecção pelo vírus da influenza H1N1. Levou-se em conta tanto a variabilidade 
genética global para determinados genes que, possivelmente, estão associados aos 
mecanismos celulares de resposta à infecção, quanto variantes específicas que já 
foram associadas a mau ou bom prognóstico em face à infecção pelo vírus da 
influenza. 
No primeiro capítulo, buscou-se caracterizar as relações de variabilidade 
genética entre populações humanas de diversos continentes, introduzindo no cenário 
internacional grupos populacionais normalmente ignorados devido à sua alta 
miscigenação. Assim, duas populações miscigenadas brasileiras foram utilizadas 
como modelo de população miscigenada e acrescentadas a um painel de 50 outras 
populações não miscigenadas. Parâmetros clássicos de descrição de variabilidade 
foram estimados para 100 marcadores do tipo inserção Alu, que são bi alélicos, a fim 
de melhor compreender as relações genéticas entre populações miscigenadas e não-
miscigenadas. Além disso, buscou-se estimar a composição/ancestralidade genética 
de populações miscigenadas a partir desse painel. Neste caso, o principal indicativo 
da variabilidade genética entre populações é a estimativa das frequências de cada um 
dos alelos para cada um dos 100 marcadores utilizados.  
No segundo capítulo, buscou-se relacionar a variabilidade genética de 
marcadores do tipo SNP encontrada em diferentes populações humanas a dados 
epidemiológicos gerados após o surto pandêmico de influenza H1N1 em 2009. Neste 
caso, o objetivo foi buscar compreender como se distribui a variabilidade de regiões 
gênicas que estão, direta ou indiretamente, envolvidas na resposta imune a 
patógenos. Como modelo de patógeno, foi escolhido o vírus da influenza humana 
devido ao seu amplo espectro de prognósticos e impacto na saúde pública mundial 
todos os anos (Dawood, et al., 2012; Simonsen, et al., 2013; WHO, 2014). Neste 
contexto, a estimativa de variabilidade genética para regiões codificadoras está 
relacionada, principalmente, à diversidade alélica nas diferentes regiões dos genes 
como íntrons, exons, regiões regulatórias, e que sofrem diferentes pressões seletivas 
devido ao seu impacto no fenótipo do indivíduo, como será detalhado. Para finalizar, 
a distribuição global das frequências alélicas e genotípicas de marcadores genéticos 
7 
 
que já foram previamente associados a bom ou mau prognóstico da infecção pelo 
vírus da influenza serve como uma forma de acessar a variabilidade genética global 
frente a marcadores que não são neutros. A comparação entre as diferenças de 
frequências desses marcadores não neutros com as frequências dos marcadores 
neutros Alu pode esclarecer como a variabilidade genética é distribuída no genoma 








Capítulo I – Contextualização do Brasil no cenário 
genético mundial: uma história de variabilidade 






A história de povoamento humano das Américas foi permeada por 
sucessivos eventos demográficos, que incluíram episódios de mistura genética entre 
povos de três distintos continentes com perfil genético diferenciado entre eles. 
Inicialmente, o continente foi povoado por grupos humanos advindos do leste asiático 
que se dispersaram pelo continente americano a partir da entrada na América do Norte 
pelo Estreito de Bering (Reich, et al., 2012). Segundo a história reconstruída a partir 
de registros fósseis, a entrada na América do Norte se iniciou há aproximadamente 
24 mil anos, tendo a dispersão finalizado por volta de 12 mil anos atrás, com o 
estabelecimento das populações nativas sul-americanas (Dillehay, 2003).  
Entre 12 mil e 1.500 anos, entretanto, o continente americano se manteve 
praticamente isolado, uma vez que o Estreito de Bering, passagem da Ásia para a 
América, degelou ao final da glaciação impedindo o fluxo genético entre as 
populações doadoras e as populações americanas. Assim sendo, pode-se afirmar que 
a deriva genética (associada a diversos processos demográficos de expansão e 
contração de populações) foi o principal fator que moldou a composição genética das 
populações nativas americanas durante esse período (Raghavan, et al., 2014). 
Entretanto, há 1500 anos o perfil genético das populações americanas 
começou a mudar. Com a chegada dos europeus, boa parte das populações que 
estavam estabelecidas no território americano foram dizimadas ou se amalgamaram 
com as que aqui chegavam. Durante o desenvolvimento e colonização dos territórios 
americanos, populações africanas subsaarianas foram trazidas em larga escala para 
servirem de mão-de-obra nas grandes lavouras que aqui foram estabelecidas. Esses 
três principais eventos migratórios (o povoamento das américas, a colonização 
europeia e o tráfico negreiro) foram fundamentais para o estabelecimento do que hoje 
conhecemos como perfil genético das populações americanas. 
Essa mistura é extremamente recente se comparada a eventos migratórios 
e de dispersão em outros continentes. Além disso, a contribuição de cada população 
parental foi distinta quando se comparam as várias regiões americanas, sendo que 
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essa distribuição está relacionada tanto a posição geográfica dos distintos países, 
quanto a políticas internas dos mesmos (Godinho, et al., 2009). Como produto desse 
processo, hoje observa-se que determinadas regiões apresentam uma maior 
proporção de contribuição parental africana (tais como o Caribe), enquanto outras 
apresentam alta frequência de contribuição europeia, o que inclui espanhóis e 
italianos (América Central e do Sul), europeus de língua inglesa (América do Norte) e 
portugueses que chegaram ao Brasil (Godinho, 2008; Montinaro, et al., 2015).  
 
I.1.1. Povoamento do Brasil 
 
O Brasil é um exemplo clássico de país cuja população é derivada de 
eventos generalizados de miscigenação. Essa população é essencialmente tri híbrida, 
isso é, a formação contou, principalmente, com a contribuição genética de três grupos 
parentais: africanos, ameríndios e europeus. A intensa miscigenação desses três 
grupos resultou numa população altamente heterogênea e que apresenta grande 
variabilidade genética para diversos marcadores já estudados (Parra, et al., 2003; 
Godinho, et al., 2009). 
A história de formação do Brasil se inicia com as grandes navegações, que 
trouxeram um grande número de migrantes europeus (colonização) e africanos (tráfico 
negreiro) e promoveram um encolhimento significativo das populações ameríndias 
que aqui viviam. Toda essa miscigenação pode ser capturada na população de 
Brasília (Tabela I.2), já que sua formação, em 1960, foi marcada pela miscigenação 
recente de populações já estabelecidas de outras partes do país. Por isso, essa 
população pode ser considerada reflexo genético da população brasileira (Barcelos, 
2006). 
Por outro lado, no Brasil existem diversas comunidades, cidades e mesmo 
bairros que não estiveram sujeitos a tal grau de miscigenação. Dentre estas estão os 
quilombos, encontrados em todas as regiões do pais, em especial na área rural. Os 
escravos africanos e afro derivados, quando conseguiam fugir das fazendas ou eram 
abandonados pelos seus senhores, organizavam-se em comunidades em locais de 
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difícil acesso. Estas comunidades, os quilombos, são grupos étnico-raciais, segundo 
critérios de auto atribuição, com trajetória histórica própria, dotados de relações 
territoriais específicas, com presunção de ancestralidade negra relacionada com a 
resistência à opressão histórica sofrida (Ministério da Cultura, 2004).  
Os quilombos são de especial interesse na reconstrução histórica da 
população brasileira. Apesar de serem formados por indivíduos já miscigenados (em 
especial com europeu, euro-descendentes e ameríndios), essas comunidades 
conseguiram se manter semi-isoladas e configuram um cenário de pequena 
miscigenação recente se comparado à população brasileira como um todo (Pedrosa, 
2006), tendo sido apontados como repositório genético de alelos ameríndios (Gontijo, 
et al., 2014). O maior quilombo brasileiro em extensão territorial é Kalunga, ocupando 
uma área de 258.000 hectares nos municípios de Cavalcante, Teresina e Monte 
Alegre, no estado de Goiás. 
A composição genética de Brasília e Kalunga já foi estimada para diversos 
tipos de marcadores genéticos, tanto neutros quanto não-neutros: AIMs, STRs, 
inserções Alu, cromossomo Y, DNAmt (Barcelos, 2006; Pedrosa, 2006; Godinho, 
2008; Ribeiro, 2009). Nestes trabalhos, foi possível observar como as populações 
parentais contribuíram para a composição genética atual de Brasília e Kalunga (figura 
1). A caracterização desses marcadores neutros nas duas populações levou à 
conclusão que são populações geneticamente diferentes, ainda que tenham as 
mesmas populações formadoras em comum, o que vai de encontro com o que foi 
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encontrado para marcadores genéticos não neutros, que sinalizaram pequena 
diferenciação populacional entre Brasília e Kalunga (Toledo, 2011; Arcanjo, 2012). 
Figura I.1 Estimativa de contribuição genética das populações parentais para a composição genética 
de Brasília e Kalunga. Retirado de Toledo (2011). 
 
O tipo de marcador genético utilizado pode trazer informações distintas 
sobre as estimativas de variabilidade, composição genética e história evolutiva de uma 
população (Wang, 2006; Kirk & Freeland, 2011). Portanto, é necessário avaliar o tipo 
e herança do marcador genético a ser utilizado, assim como entender suas limitações, 
para que não sejam tiradas conclusões fora do seu alcance. Tendo em mente a busca 
por variabilidade genética estável, diferenciação populacional compatível com a 
história evolutiva das populações e a acuidade na localização geográfica de amostras, 
marcadores do tipo retrotransposon surgem como ferramentas impares no estudo da 
variabilidade humana. 
Elementos transponíveis são sequências de DNA que podem mudar sua 
localização e criar rearranjos inovadores no genoma, sendo agentes de variação 
genética. Dentre as várias famílias de elementos transponíveis destaca-se a inserção 
Alu, elemento SINE (short interspersed nuclear element) mais abundante do genoma 
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humano, alcançando mais de 1,1 milhão de cópias (Kriegs, et al., 2007; The 1000 
Genomes Project Consortium, 2015b). As inserções Alu são sequências diméricas de 
aproximadamente 300pb, derivadas do RNA sinalizador 7SL (Ullu & Tschudi, 1984), 
sendo que cada inserção nova é um evento mutacional estável, único e unidirecional 
(Shedlock & Okada, 2000; Salem, et al., 2005). Essas sequências apresentam baixa 
taxa de inserção, são idênticas por descendência e seu estado ancestral é a ausência 
da inserção em determinado locus (Batzer & Deininger, 1991; Batzer, et al., 1994; 
Cordeaux, et al., 2006).  
Diversos trabalhos têm demonstrado que um painel de 100 inserções Alu, 
quando utilizadas em conjunto, pode indicar ancestralidade geográfica de uma 
amostra (Bamshad, et al., 2001; Bamshad, et al., 2003; Watkins, et al., 2001; Watkins, 
et al., 2003). Contudo, as populações estudadas para esse conjunto de marcadores 
não são miscigenadas como as populações brasileiras aqui descritas. No único 
trabalho em que esse painel foi utilizado para amostras miscigenadas, foi observado 
que o sucesso de determinação de origem geográfica é muito menor do que em 
amostras não miscigenadas, porém apontando a ancestralidade do indivíduo (Ray, et 
al., 2005). 
Populações miscigenadas apresentam uma constituição genética que 
representa a contribuição proporcional de cada população ancestral. Em decorrência 
disso, o genoma dessas populações são quebra-cabeças de sequências oriundas das 
diversas populações parentais. Ainda, quanto mais recente for a miscigenação, maior 
é o desequilíbrio de ligação, isto é, a distribuição não aleatória dos alelos na 
população. Como consequência, populações miscigenadas tendem a interferir na 
análise de relacionamento e/ou distância genética de populações não miscigenadas. 
As populações miscigenadas podem, potencialmente, levar duas populações 
parentais a apresentarem semelhanças/diferenças que não são condizentes com uma 
análise sem essas populações. Isso é, a inclusão de populações miscigenadas pode 
levar a distorções em árvores de relacionamento sugerindo similaridades não reais 
(Astle & Balding, 2009; Hunley, et al., 2015). 
Sabe-se que marcadores genéticos não se comportam da mesma forma 
em populações não miscigenadas e miscigenadas e que, infelizmente, a maioria dos 
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estudos de genética de populações tende a evitar o estudo destas últimas. Portanto, 
a caracterização desse painel de 100 inserções Alu em duas populações 
miscigenadas se mostrou especialmente relevante, pois pode acessar a eficiência 
desse conjunto de marcadores na determinação geográfica de amostras biológicas. 
A pergunta que norteia o desenrolar desse capítulo, portanto, é se o painel 
de 100 inserções Alu desenvolvido por Batzer e colaboradores (Patente 
US20070003944 A1) permite inferir origem geográfica e ancestralidade genética em 
populações miscigenadas. Desta forma, o principal objetivo deste capítulo foi traçar o 
perfil genético das populações miscigenadas brasileiras a partir de um grande número 
de marcadores genéticos conservadores, configurado no painel de 100 inserções Alu. 
Para alcançar esse objetivo geral, os seguintes objetivos específicos foram 
propostos: 
 Caracterização do painel de 100 inserções Alu quanto a parâmetros 
descritivos (frequências alélicas e genotípicas, aderência ao EHW, 
desequilíbrio de ligação, heterozigose e estruturação populacional, 
sinais de seleção) em populações mundiais; 
 Caracterização das populações brasileiras miscigenadas quanto ao 
painel de 100 inserções Alu; 
 Contextualização das populações miscigenadas no cenário genético 
mundial estimado para populações distribuídas na Europa, África e 
Ásia; 
 Identificação de grupos genéticos e estimativas de mistura genética 
para as populações miscigenadas.  
I.2. Material e Métodos 
 




Para o desenvolvimento do estudo, foram selecionadas 102 amostras de 
DNA de habitantes da comunidade Kalunga (Goiás) e 60 de Brasília (Distrito Federal) 
(Figura I.1). Essas amostras fazem parte do banco de amostras do Laboratório de 
Genética Humana e tiveram aprovação do Comitê de Ética para serem utilizadas 
neste trabalho CEP 151/07 (Kalunga); CEP 028/2001 e CONEP 1259/2001 (Brasília) 
(Anexo I.1). O material biológico coletado foi sangue venoso periférico, que foi 
processado e de onde foi extraído DNA. Utilizou-se o kit comercial Illustra® da 
Amersham, para Kalunga e o protocolo salting-out para as amostras do Distrito 
Federal.  
 
Além das amostras de Brasília e Kalunga, outras 973 amostras de 
diferentes origens geográficas foram também acrescentadas a este trabalho, em 
Figura I.2 Localização geográfica das populações Brasília e Kalunga dentro do território brasileiro. 
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forma de genótipos previamente obtidos pela equipe do Batzer Laboratório de 
Genômica Comparativa (LA, USA). Os genótipos das populações da África, Europa, 
Ásia, Índia e Oriente-Médio, geradas em trabalhos anteriores (Bamshad, et al., 2003; 
Watkins, et al., 2003; Ray, et al., 2005; Witherspoon, et al., 2006; Ray, et al., 2007), 
foram gentilmente cedidas pelo Dr. Mark A. Batzer, da Louisiana State University. A 
relação de populações e o número de amostras que compõem o número final de 
indivíduos estudados neste trabalho está na tabela I.1.  
Tabela I. 1 Relação das amostras utilizadas neste trabalho, com respectiva origem geográfica e 
ancestralidade. As amostras que não são brasileiras tiveram os genótipos gentilmente cedidos por 
Mark A. Batzer, PhD, e Jerilyn A. Walker, MSc (Louisiana State University, Baton Rouge, LA, EUA). 
População Origem Ancestralidade Número de amostras Referência 
Brasília Brasil Mista 60 Presente estudo 
Kalunga Brasil Mista 102 Presente estudo 
  Total Mista 162  
Kenya Quênia Africana 20 (Ray, et al., 2005) 
Nigeria Nigéria Africana 10 (Ray, et al., 2005) 
Alur Congo Africana 10 (Watkins, et al., 2003) 
Biaka Pygmy África Africana 5 (Watkins, et al., 2003) 
Hema Congo Africana 18 (Watkins, et al., 2003) 
Mbuti Pygmy África Africana 4 (Watkins, et al., 2003) 
Nande Congo Africana 19 (Watkins, et al., 2003) 
Nguni-Xhosa África Africana 14 (Watkins, et al., 2003) 
!Kung África Africana 15 (Stoneking, et al., 1997) 
Congo Pygmy Congo Africana 33 (Watkins, et al., 2003) 
Sotho-Tswana África Africana 26 (Watkins, et al., 2003) 
Tsonga África Africana 7 (Watkins, et al., 2003) 
Africa África Africana 4 (Watkins, et al., 2003) 
  Total Africana 185  
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População Origem Ancestralidade Número de amostras Referência 
Cambodia Cambója Asiática 12 (Watkins, et al., 2003) 
Chinese China Asiática 23 (Watkins, et al., 2003; Ray, et al., 2005) 
Japanese Japão Asiática 30 (Watkins, et al., 2003; Ray, et al., 2005) 
Malasian Malásia Asiática 6 (Watkins, et al., 2003) 
Mixed Asian Ásia Asiática 14 (Ray, et al., 2005) 
South East Asia Sudeste Asiático Asiática 10 (Ray, et al., 2005) 
Taiwan Taiwan Asiática 23 (Ray, et al., 2005) 
Vietnamese Vietnã Asiática 9 (Watkins, et al., 2003) 
  Total Asiática 127  
Basque Espanha Européia 10 (Ray, et al., 2005) 
Europe Polônia Européia 10 (Bamshad, et al., 2001) 
France França Européia 20 (Watkins, et al., 2003) 
Iberia Espanha Européia 10 (Ray, et al., 2005) 
Kuopio-Turku Finlândia Européia 20 (Watkins, et al., 2003) 
Russian Rússia Européia 19 (Ray, et al., 2005) 
Utah Estados Unidos Européia 68 (Bamshad, et al., 2003) 
  Total Européia 157  
Brahmin Índia Indiana 18 (Bamshad, et al., 2001) 
Dora Índia Indiana 25 (Watkins, et al., 2001) 
Gond Índia Indiana 20 (Watkins, et al., 2001) 
India Índia Indiana 9 (Watkins, et al., 2003) 
Indo Pakistan Paquistão Indiana 9 (Watkins, et al., 2003) 
Irula Índia Indiana 33 (Watkins, et al., 2001) 
Kapu Índia Indiana 9 (Bamshad, et al., 2001) 
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População Origem Ancestralidade Número de amostras Referência 
Kashatriyas Índia Indiana 11 (Bamshad, et al., 2001) 
Madiga Índia Indiana 28 (Bamshad, et al., 2001) 
Mala Índia Indiana 26 (Bamshad, et al., 2001) 
Niyiogi Índia Indiana 13 (Bamshad, et al., 2001) 
Pakistan Paquistão Indiana 19 (Watkins, et al., 2003) 
Relli Índia Indiana 18 (Bamshad, et al., 2001) 
Santal Índia Indiana 16 (Watkins, et al., 2001) 
Telaga Índia Indiana 27 (Bamshad, et al., 2001) 
Turpu Índia Indiana 19 (Bamshad, et al., 2001) 
Vydika Índia Indiana 22 (Bamshad, et al., 2001) 
Vysya Índia Indiana 10 (Bamshad, et al., 2001) 
Yadava Índia Indiana 53 (Bamshad, et al., 2001) 
  Total Indiana 394  
Bahrain Bahrein Oriente-Médio 20 (Ray, et al., 2005) 
Egypt Egito Oriente-Médio 20 (Ray, et al., 2005) 
Jordan Jordânia Oriente-Médio 20 (Ray, et al., 2005) 
Syria Síria Oriente-Médio 20 (Ray, et al., 2005) 
UAE Emirados Árabes Unidos Oriente-Médio 20 (Ray, et al., 2005) 
  Total Oriente-Médio 100  




O grupo étnico África, para esse trabalho e outros que já foram publicados 
para as 100 inserções Alu, é composto por 13 subpopulações. Inicialmente, 
considerou-se agrupar as subpopulações de acordo com grupo linguístico, etnia 
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reconhecida e/ou proximidade geográfica. No entanto, um estudo mais aprofundado 
da história da África mostrou que isso poderia ser um grande equívoco e tornar 
artificiais as relações entre as subpopulações (Vansina & Obenga, 2011). Desta 
forma, optou-se por manter a classificação das populações de acordo com local de 
origem. A localização geográfica das populações africanas pode ser observada na 
figura I.2.  
Figura I.2 Localização geográfica das populações africanas cujos genótipos foram gentilmente cedidos 




O grupo étnico Ásia é composto por oito subpopulações, sendo elas Leste 
da Ásia, China, Japão, Sudeste da Asia, Cambódia, Malásia, Taiwan, e um grupo de 
amostras sem origem geográfica definida, que foi chamada de Asiáticos de 
Ancestralidade Mista. A figura I.3 mostra a localização geográfica das populações 
asiáticas cujas origens foram informadas.  
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Figura I.3 Localização geográfica das amostras asiáticas para as quais havia informação de local de 




O grupo europeu incluido neste trabalho conta com seis subpopulações: 
França, Polônia, Finlândia, Ibéria, País Basco, Utah e Rússia (Figura I.4). Ainda que 
a população de Utah seja americana, seu histórico de formação e estudos conduzidos 
por grandes consórcios de variação genética humana (como o extinto HapMap, o 1000 
Genomes Project e o CEPH) determinaram que esse grupo de amostras são 
representativos de ancestralidade do norte europeu (Dausset, et al., 1990; The 
21 
 





O grupo étnico indiano é, talvez, o mais complexo e mais numeroso dos 
grupos étnicos já estudados para as 100 inserções Alu que fazem parte deste trabalho. 
Não somente por ter o maior número de subpopulações, mas, principalmente, pela 
subestruturação populacional que é observada neste país (Kashyap, et al., 2006). 
Essa subestruturação é resultado de endogamia e de casamentos preferenciais 
praticados de acordo com a cultura local, que é baseada em castas, além de várias 
ondas migratórias de países colonizadores e comerciantes que acabaram por deixar 
Figura I.4 Localização geográfica das amostras do grupo europeu. Apesar de Utah se localizar nos Estados Unidos da América, a ancestralidade deste grupo representa a população do Norte Europeu, e, por esse motivo, Utah aparece localizada no norte da Europa. Adaptado de Watkins e colaboradores (2003). 
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seu legado linguístico e genético na composição da população atual (Barbujani & 
Colonna, 2010).  
O campo amostral do grupo étnico indiano é composto por 19 
subpopulações, sendo eles: Brahmin, Nyiogi, Kashatryias, Vydika, Vysya (castas 
altas); Telaga, Turpu, Kapu, Yadava (castas médias); Relli, Madiga, Mala (castas 
baixas, intocáveis); Dora, Gond, Irula, Santal (tribos isoladas); India, Indo-
Paquistaneses e Paquistaneses (indivíduos sem casta definida). As descrições de 
casta, origem e afinidade estão descritas em Bamshad e colaboradores (2001) e 
Watkins e colaboradores (2001). A localização geográfica das populações está 
explicitada na figura I.5. 
 
I.2.1.5. Oriente Médio 
 
Figura I.5 Localização geográfica das amostras indianas utilizadas neste trabalho. Os pontos em vermelho mostram as tribos indianas, e os pontos pretos evidenciam as castas e a população paquistanesa. Adaptado de Watkins e colaboradores (2003). 
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O grupo de amostras do Oriente Médio é composto por cinco 
subpopulações: Jordânia, Bahrein, Emirados Árabes Unidos, Síria e Egito. As 
amostras do Oriente-Médio também são amostras inéditas deste trabalho, visto que 
ainda não foram publicadas em jornais científicos. A localização geográfica das 
amostras está ilustrada na figura I.6. 
 
I.2.2. Amplificação de genoma total 
 
Considerando o número de marcadores estudados e a quantidade de DNA 
necessária por amostra para cada marcador, determinou-se que seria necessário 
fazer amplificação de genoma total para as amostras com concentração igual ou 
menor que 6µg de DNA (Apêndice I.1). Para tanto, as amostras selecionadas foram 
submetidas ao kit GenomiPhi V2 da Amersham Biosciences®, com adaptações às 
instruções do fabricante (Anexo I.2). O kit GenomiPhi é baseado na técnica de 
Isothermal Strand Displacement, diferente do protocolo de amplificação de genoma 
total utilizando-se PCR. As vantagens do kit em questão estão relacionadas ao tipo 
Figura I.6 Localização geográfica das amostras do Oriente-Médio. Adaptado de Watkins e colaboradores (2003). 
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de polimerase utilizada (Phi29, altamente eficiente e com sistema rigoroso de correção 
de erros), a iniciadores curtos inespecíficos (hexâmetros) e ao sistema de 
deslocamento de fita nova, que permite que várias polimerases transcrevam 
continuamente uma mesma fita de DNA deslocando a fita nova do molde enquanto 
escrevem a nova fita, isso tudo mantendo a temperatura da reação constante, a 30°C 
(Figura I.7). Após o protocolo, os genomas totais amplificados foram purificados para 
retirar quaisquer resquícios de proteínas e/ou reagentes do kit, usando protocolo 
padrão do Laboratório de Genômica Comparativa da Louisiana State University 
(Anexo I.3). 
I.2.3. Seleção dos marcadores 
 
Nesse trabalho foi utilizado um painel de 100 inserções Alu selecionadas 
pela equipe do Dr. Mark A. Batzer (da Louisiana State University) para acessar a 
ancestralidade genômica de indivíduos e populações e, inclusive, deram origem a uma 
patente de material para determinação de origem geográfica de amostras 
desconhecidas (Patente US20070003944 A1). Esses marcadores já foram utilizados 
Figura I.7 Esquema de funcionamento do kit de amplificação do genoma total. 1) os iniciadores hexâmetros se ligam às fitas de DNA da amostra que se pretende amplificar; 2). Inicia a polimerização pela enzima DNA Polimerase Phi29; 3) A polimerização se dá de um iniciador até o próximo ponto. 4) Novas fitas de DNA se soltam parcialmente do DNA molde, de forma a manter a nova fita em constante síntese. 5) Os iniciadores se ligam às novas fitas de DNA, recém-sintetizadas; 6) Novas fitas são sintetizadas a partir delas. Figura adaptada da bula do kit (Amersham Biosciences ®). 
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em diversos trabalhos do grupo, seja uma seleção parcial ou total do painel (Bamshad, 
et al., 2003; Watkins, et al., 2003; Ray, et al., 2005). Foi mostrado que esse painel de 
marcadores é suficiente para determinar origem geográfica de amostras (Ray, et al., 
2007), diferenciar populações e mostrar tendências de agrupamento por 
ancestralidade (Bamshad, et al., 2003). Também se mostraram úteis na avaliação da 
estruturação genética de populações humanas (Watkins, et al., 2003; Witherspoon, et 
al., 2006), e para fins forenses (Ray, et al., 2005). A tabela contendo os iniciadores e 
o nome para cada marcador está contida no Anexo I.4. 
O painel utilizado é composto de 100 inserções Alu autossômicas 
distribuídas ao longo de todo o genoma humano. A escolha da inserções visou 
observar a dinâmica de variabilidade desses marcadores nas populações de uma 





Figura I.8 Localização cromossômica das 100 inserções Alu analisadas neste trabalho. À esquerda do cromossomo estão indicadas as coordenadas cromossômicas 
aproximadas de cada locus e à direita de cada cromossomo estão indicadas as respectivas inserções Alu que se encontram nessas coordenadas.
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I.2.4. Genotipagem dos marcadores 
 
A genotipagem das 100 inserções Alu foi feita pelo método tradicional de 
amplificação de fragmento por PCR (tabela I.2) em reações de volume final 25µl. Em 
seguida,  foi feita a visualização do amplificado em gel de agarose a 2% e corado com 
brometo de etídio (figura I.9). Os processos de PCR e eletroforese são descritos 
abaixo.  
Tabela I. 2 Reagentes utilizados para as reações de PCR e suas concentrações de estoque e final 
por tubo de reação de PCR. 
Reagente [] estoque [] por reação 
Tampão (50mM KCl; 10mM TrisHCl; pH8,4) 10X 1X 
dNTP 100mM cada 0,2 mM cada 
Primer 100µM cada 200ηM cada 
Rediload™ (ThermoFisher® – Waltham, MA) 10X 1X 
MgCl2 (Invitrogen – Waltham, MA) 50mM Varia de acordo com Anexo I.4 
Taq Polymerase (Invitrogen – Waltham, MA) 5U/µl 5U 
DNA 5ηg/µl 25ηg 
 
As condições de PCR para cada marcador foram diferentes, especialmente 
com relação à temperatura de anelamento dos iniciadores e à concentração de cloreto 
de magnésio (MgCl2) na reação (anexo I.4). Todas as reações foram feitas em 
termocicladores modelo MyCycler da BioRad v.3.0.1 (Hercules, CA), seguindo o 




Tabela I. 3 Programa geral do termociclador utilizado para amplificação dos marcadores 
selecionados. 
Passo Ciclo Temperatura Tempo  
1 Denaturação 95ºC 5 mins  
2 Denaturação 94ºC 30 segs  
3 Anelamento dos iniciadores Diferente para cada marcador (Anexo I.4) 30 segs 
Repetir 30X 
4 Extensão do fragmento 72ºC 30 segs  
5 Extensão final 72ºC 10 mins  
6 Inativaçao da enzima 4ºC Infinito  
 
À PCR seguiu-se o processo de eletroforese em gel de agarose. Para tanto, 
10g de agarose eram diluídos em 500ml de tampão TBE 0,5X (Tris-Ácido Bórico-
EDTA, Amresco® - Solon, OH), para que o gel ficasse à concentração de 2% de 
agarose. Em seguida, a solução era aquecida em microondas por 4 minutos, para que 
a agarose dissolvesse por completo na solução. À essa solução eram adicionados 
15µl de Brometo de Etídio e o gel era vertido no recipiente próprio para solidificação. 
Após solidificado, as amostras e o marcador de peso molecular (100pb da Invitrogen® 
- Waltham, MA) eram colocadas nos poços e o gel era imerso em tampão TBE 0,5X. 
Os eletrodos eram ligados aos respectivos polos da cuba de eletroforese e a corrida 
acontecia por 40min a 200V, com amperagem e potência variáveis. A visualização 
dos fragmentos foi feita através de luz UV e documentada através do sistema 
fotodocumentador BioRad ChemiDoc XRS (Hercules, CA). 
Como procedimento padrão, a genotipagem dos alelos para cada marcador 
em cada indivíduo se dá pela altura das bandas de DNA no gel (figura I.9). Fragmentos 
menores tendem a migrar para o polo positivo mais rápido do que fragmentos maiores. 
Como a diferença entre alelos para as inseções Alu é, aproximadamente, 300 pares 
de base (Jagadeeswaran, et al., 1981), a visualização dos alelos se dá de forma fácil 
e inequívoca seguindo o protocolo acima descrito, como está exemplificado na figura 
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I.9. Os tamanhos dos fragmentos com inserção e sem inserção Alu para cada 
marcador estão listados no Anexo I.4. 
Figura I.9 Gel de eletroforese em agarose a 2% corado com brometo de etídio. Neste gel pode-se 
observar a genotipagem de algumas amostras para o marcador Alu048 (Yb8NBC120). Todos os géis 
foram feitos da mesma forma, utilizando-se o marcador de peso molecular 100bp (bandas que se 
iniciam em 100pb e são incrementadas com esse mesmo intervalo, número 1 da figura). Em seguida, 
o controle negativo (mix da PCR sem amostra, 2), o controle ancestral (chimpanzé, 3), o controle de 
amplificação em humanos (célula HeLa, 4) e as amostras em seguida. Podemos observar claramente 
que os indivíduos 4, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 19, 20, 23, 24, 29, 30, 32, 33, 35, 37, 38, 39, 41, 
42, 43 e 49 são homozigotos para a ausência de inserção Alu (apresentam apenas uma banda de 
aproximadamente 150pb); os indivíduos 9, 22, 31 e 48 são heterozigotos (apresentam uma banda de 
150pb e uma banda de 450pb), os indivíduos 16, 17, 21, 25, 26, 27, 28, 34, 36, 40, 44, 45, 46 e 47 são 
homozigotos para a inserção Alu (apresentam apenas uma banda de 450pb) e que os indivíduos 7 e 8 




Foram observadas diferenças no sucesso de amplificação das 100 
inserções Alu entre Brasília e Kalunga. Isso se deve, possivelmente, à qualidade do 
DNA extraído, já que foram conduzidos procedimentos diferentes para a extração de 
DNA do sangue das amostras de Brasília (salting out) e Kalunga (kit comercial). No 
entanto, não houve prejuízo das análises estatísticas, já que todas as inserções Alu 
apresentaram mais de 90% de sucesso de amplificação nessas amostras. 
 
I.2.5. Análises estatísticas 
 
As análises estatísticas foram feitas em diversos níveis, iniciando pela 
descrição dos parâmetros intra-populacionais em cada população brasileira, e 
terminando com análises inter-populacionais mais complexas em um número de 
indivíduos superior a 1000, incluindo-se populações não miscigenadas da África, 
Europa, Ásia, Índia e Oriente-Médio. Cabe salientar que é a primeira vez que essas 
100 inserções são caracterizadas, em conjunto, em amostras miscigenadas da 
América do Sul.  
 
I.2.5.1. Índices-padrão intrapopulacionais 
 
As frequências alélicas para cada um dos marcadores foi obtida através de 
contagem simples dos alelos presentes em cada população (Brasília e Kalunga). Após 
isso, a estimativa foi feita utilizando o software Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010).  
A partir das frequências alélicas obtidas para cada marcador em Brasília e 
Kalunga, foi testada a aderência ao Equilíbrio de Hardy-Weinberg (Guo & Thomson, 
1992) e a probabilidade de desequilíbrio de ligação entre os marcadores (Slatkin & 
Excoffier, 1996). Não foi feita inferência haplotípica porque o conjunto de marcadores 
se encontra distribuído pelos 22 cromossomos autossômicos.  
Foram também estimadas a diversidade molecular de cada população e as 
diferenças par-a-par entre elas, por meio de estimativa simples de frequência dos 
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alelos diferentes presentes em cada população. Encerrando os índices-padrão 
intrapopulacionais, foi feita estimativa de heterozigose em cada população. Todas as 
estimativas acima citadas foram realizadas utilizando-se a configuração padrão do 
software Arlequin 3.5, conforme instruções do manual (Excoffier & Lischer, 2010). 
 
I.2.5.2. Índices-padrão interpopulacionais 
 
A partir dos dados gerados no item anterior, foi possível estimar o índice de 
diferenciação populacional (FST) entre as populações estudadas (Brasília e Kalunga) 
e entre as populações para as quais haviam dados disponíveis (tabela I.1). O FST foi 
estimado através do método de Slatkin (1991), e sua significância foi estimada 
segundo Excoffier e colaboradores (1992), permutando os genótipos individuais entre 
as populações. O teste de FST é baseado nas diferenças par-a-par, comparando 
diretamente as frequências alélicas entre os pares de populações (Weir & Cockerham, 
1984). O p-valor é a medida-limite da probabilidade que eventos ao acaso resultem 
na mesma situação que os dados observados. E quando abaixo do valor estipulado 
(0,05 para este trabalho), indica que a hipótese de igualdade entre as populações (H0, 
hipótese nula) é rejeitada, o que significa que as diferenças encontradas entre essas 
populações não se devem ao acaso, mas a algum fator evolutivo que esteja atuando 
nessas populações. A partir da linearização do FST, como descrito por Slatkin (1995), 
foi possível estimar outros parâmetros interpopulacionais, tais como a distância de 
Reynolds (Reynolds, et al., 1983), o número absoluto de migrantes entre as 
populações – M (Excoffier & Lischer, 2010) e a distância de Nei (Nei & Li, 1979). 
Também foram feitas Análise de Componente Principal (PCA), através do 
pacote Adegenet (Jombart, 2008). A PCA é uma análise bastante informativa, que 
mostra se as diferenças genéticas observadas entre os grupos podem ser 
decompostas em vetores em um plano cartesiano. A visualização dos resultados 
dessas análises foi feita através do pacote scatterplot3d (Ligges & Mächler, 2003) e 
de outras funções do pacote básico do R. 
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Para analisar as relações entre os grupos de populações, e a existência de 
estrutura populacional entre as amostras estudadas, foi utilizado o software Structure 
2.3.4 (Pritchard, et al., 2000). A inferência de estrutura populacional é feita a partir de 
um método de agrupamento baseado em modelos, utilizando-se dados de genótipos 
de marcadores genéticos não ligados, e pode ser usado para identificar populações 
em um conjunto de amostras, atribuir indivíduos à populações, identificar migrantes e 
indivíduos miscigenados (Pritchard, et al., 2000). O modelo funciona a partir da 
premissa de que existem K populações que são, cada uma, caracterizadas por um 
perfil de frequências alélicas diferentes. A partir do estabelecimento desse número de 
populações (que pode tanto ser determinado a priori, quanto inferido através do 
próprio programa), as amostras, ou indivíduos, são probabilisticamente atribuídos a 
uma das populações (ou mais de uma, caso as genótipos de um indivíduo indiquem 
que ele é miscigenado).  
Para iniciar as estimativas, é necessário que o pesquisador determine 
alguns parâmetros (ou premissas). Os autores frisam que essas configurações não 
podem ser determinadas por meio de extrapolações teóricas: ou já se sabe 
exatamente quais parâmetros se quer usar, de acordo com as perguntas a serem 
respondidas; ou é necessário que várias corridas sejam feitas, com várias 
configurações diferentes, para se estipular empiricamente os melhores parâmetros 
(Pritchard, et al., 2010). Os parâmetros escolhidos foram determinados a partir da 
revisão feita por Porras-Hurtado e colaboradores (2013). As configurações, então, 
foram burn-in de 10.000 iterações, com 100.000 replicações da corrida, três réplicas 
para cada número de K (variando de 3 a 7), modelo de mistura (ADMIXTURE) com 
utilização de informação prévia para as amostras (LOCPRIOR com POPFLAG exceto 
para Brasília e Kalunga). Foram testados diversos números de K para que se pudesse 
determinar o melhor número de grupos, já que o número de amostras utilizadas neste 
trabalho foi maior do que em Ray e colaboradores (2005).  
Para fazer a estimativa da composição genética de qualquer população 
miscigenada, é necessário que se conheçam as frequências alélicas das populações 
doadoras. Ou seja, é necessário que se conheça o perfil genético das populações que 
contribuíram geneticamente para a formação da população analisada para o conjunto 
de marcadores que se está estudando.  
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No caso das populações brasileiras, as populações doadoras são, 
conhecidamente, africana, europeia e amerindia. Contudo, os dados para ameríndios 
utilizando o painel de 100 inserções Alu ainda não foram gerados, apesar de Battilana 
e colaboradores (2006) terem publicado sete dos marcadores que constam no painel. 
Dessa forma, optou-se por utilizar o grupo de populações asiáticas como substituta 
para a doadora ameríndia, assim como proposto por Montinaro e colaboradoes 
(2015). 
Para verificar se a dissimilaridade entre populações ameríndias e as 
populações asiáticas seriam grandes o suficiente para não permitir tal substituição, 
foram feitos testes de diferenciação populacional para cada um dos sete loci 
publicados por Battilana e colaboradores (2006). Os testes mostraram grande 
similaridade entre as populações ameríndias e asiáticas para os marcadores HS4.32, 
HS4.65, HS4.75, APO e PV92. Para esses marcadores, as populações ameríndias 
apresentaram diferenciação significativa principalmente de Vietnã, China, Japão e 
Camboja (apêndice I.2). Por isso, as populações asiáticas foram consideradas 
substitutas das populações ameríndias para a estimativa de composição genética das 
populações miscigenadas brasileiras. 
Para realizar a caracterização das relações genéticas entre os grupos 
populacionais mudndiais, o campo amostral (número total de amostras trabalhadas 
neste trabalho) foi dividido em vários subgrupos em determinados momentos das 
análises. O objetivo principal desta prática foi entender melhor as relações entre as 
populações descritas para as 100 inserções Alu estudadas neste trabalho. Espera-se, 
com isso, que as relações evidenciadas pelas análises interpopulacionais possam 




I.3. Resultados e Discussão 
 
Neste trabalho, os resultados e a discussão serão apresentados 
concomitantemente, buscando manter a fluidez e a conexão entre os diversos tópicos 
apresentados. Inicia-se pela caracterização das populações brasileiras 
individualmente, comparando as estimativas quando possível, para somente depois 
contextualizar essas duas populações no cenário global de amostras. Em seguida, 
serão apresentadas as estimativas dentro dos grupos continentais para explicitar as 
relações de variabilidade existentes em cada um deles. Entende-se que assim o leitor 
pode ter uma visão gradativa de como a variabilidade se distribui: inicia-se na 
população, passamos pelo grupo populacional, terminando na análise global da 
variabilidade.  
 
I.3.1. Parâmetros intrapopulacionais 
 
I.3.1.1. Equilíbrio de Hardy-Weinberg 
 
Kalunga apresentou 12% dos marcadores fora do Equilíbrio de Hardy-
Weinberg em uma primeira análise (marcadores 6, 11 15, 48, 50, 58, 60, 78, 85, 86, 
88, 96 e 97) e Brasília 13% (marcadores 9, 23, 33, 34, 48, 51, 53, 58, 84, 85, 88, 96 e 
98). Porém, após a Correção de Bonferroni, apenas os marcadores 58 e 96 em 
Brasília se mantiveram fora do equilíbrio. Como é esperado que até 5% dos 
marcadores possam estar fora do equilíbrio de Hardy-Weinberg em ambas as 
populações, podemos considerar que esse desvio está dentro do esperado e, 
portanto, não é significativo. 
A primeira hipótese que justificaria o desequilíbrio de Hardy-Weinberg 
nesses marcadores em Brasília e Kalunga é o erro de genotipagem. Para contornar 
esse problema, os géis foram genotipados por três pesquisadores diferentes. Após a 
comparação das genotipagens, apenas 2,3% apresentaram discordância de 
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genotipagem (32 em 1358), o que não influenciaria o desequilíbrio encontrado. Dessa 
forma, estabelece-se que a não-aderência desses marcadores nas populações de 
Brasília e Kalunga ao Equilíbrio de Hardy-Weinberg está possivelmente associado a 
outros fatores, tais como a recente miscigenação sofrida por essas populações (250 
anos para Kalunga e 60 anos para Brasília). 
Battilana e colaboradores (2006), estudando sete dos 100 marcadores 
contantes no painel, reportaram a não aderência ao Equilíbrio de Hardy-Weiberg para 
alguns marcadores desse painel em populações ameríndias da América do Sul (Aché, 
Gavião, Guarani, Kaingang, Quechua QT, Surui e Zocó). 
 
I.3.1.2. Diversidade gênica  
 
Brasília se mostrou monomórfica para quatro das 100 inserções Alu (21, 
26, 55 e 91), enquanto Kalunga se mostrou monomórfica para seis (14, 17, 21, 26, 44 
e 91). Apesar de apresentar mais loci monomórficos, Kalunga apresentou maior 
diversidade gênica entre os loci (0,344781±0.166779) do que Brasília 
(0,301744±0,146863). Considerando que o cálculo da diversidade gênica é uma 
função do número de cópias de genes disponíveis em cada população (Librado & 
Rozas, 2009) e que o número de cópias gênicas em Kalunga (204) é quase o dobro 
do de Brasília (120 para Brasília), postulou-se, a priori, que essa diferença entre as 
populações fosse decorrente dessa questão amostral. Porém, essa proposta não foi 
confirmada visto que a simulação das estimativas com o número de amostras mais 
próximo (60 Brasília, 65 Kalunga), a diversidade de Kalunga ainda se mostrou maior 
(0,343906±0,166796). Isso indica, então, que a maior diversidade gênica encontrada 
em Kalunga é função das características de formação da população. 
A distribuição da diversidade gênica entre os diversos grupos analisados 
não se difere substancialmente quando se utiliza as 100 inserções Alu. Apesar disso, 
é digno de nota que as populações africanas apresentam maior diversidade gênica, 
mostrando as maiores heterozigoses observadas dentre as populações estudadas por 
Watkins e colaboradores (2003) (tabela I.4). Essa observação foi confirmada pelas 
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estimativas de diversidade gênica para o grupo africano no presente trabalho (tabela 
I.4). 
Kalunga apresentou diversidade gênica mais próxima à encontrada para o 
grupo africano do que os grupos europeu e asiático. Essa semelhança decorre da 
constituição genética dessa população, produto direto de sua história. Kalunga é um 
quilombo, caracterizado por alta contribuição genética africana, como estimado por 
AIMs autossômicos (~60%), STRs autossômicos (~60%) e DNAmt (~80%) (Toledo, 
2011). Por outro lado, a população de Brasília apresentou uma diversidade gênica 
próxima do estimado para a Europa. Estimativas de ancestralidade genética na 
formação dessa população evidenciam uma maior contribuição européia (61%) do que 
africana (23%) (Godinho, 2008). Dessa forma, podemos afirmar que a diversidade 
gênica encontrada para os 100 marcadores Alu nas duas populações brasileiras 
corrobora as estimativas anteriores de ancestralidade. 
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Tabela I. 4 Estimativas de Diversidade gênica, heterozigose observada e esperada para as populações, baseadas nas frequências de 100 inserções Alu, em 
contraste com o estimado por Watkins e colaboradores (2003). 
População Presente Estudo Watkins et al (2003) N Loci Div. Gênica Het. Obs. Het. Esp. Div. Gênica 
Brasília 60 100 0,302 0,300 0,337 - 
Kalunga 102 100 0,345 0,336 0,374 - 
África (7-33) (24-99) (0,301-0,367) (0,345-0,500) (0,341-0,409) (0,322-0,354) 
Alur 10 83 0,357 0,401 0,397 0,3544 
Nande 19 92 0,340 0,398 0,382 0,3393 
Hema 18 94 0,345 0,395 0,373 0,3503 
Congo 33 97 0,301 0,370 0,341 - 
Biaka-Mbuti 10 79 0,334 0,365 0,385 0,3221 
!Kung San 14 24 0,253 0,371 0,385 0,3390 
Northern Sotho 11 95 0,332 0,365 0,379 - 
Sotho-Tswana 15 78 0,322 0,387 0,378 0,3411 
Zulu-Xhosa 14 80 0,337 0,356 0,374 - 
Quênia 20 99 0,316 0,345 0,367 - 
Nigéria 10 98 0,315 0,373 0,388 - 
Tsonga 7 69 0,367 0,500 0,409 0,3510 
Ásia (6-28) (53-100) (0,274-0,323) (0,356-0,432) (0,372-0,412) (0,2947-0,3526) 
Vietnã 9 88 0,305 0,412 0,390 0,2965 
Sem origem definida 14 98 0,289 0,378 0,379 - 
Camboja 12 99 0,288 0,409 0,378 0,2947 
Malásia 6 100 0,326 0,432 0,412 0,3526 
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População Presente Estudo Watkins et al (2003) N Loci Div. Gênica Het. Obs. Het. Esp. Div. Gênica 
China 23 99 0,322 0,385 0,392 0,3178 
Japão 28 53 0,274 0,385 0,388 0,3064 
Sudeste Asiático 10 91 0,323 0,386 0,405 - 
Taiwan 23 100 0,292 0,356 0,372 - 
Europa (10-68) (70-98) (0,244-0,308) (0,324-0,380) (0,354-0,0,377) (0,2927-0,3009) 
França 20 94 0,308 0,357 0,354 0,3009 
Polonês 10 70 0,275 0,324 0,354 0,2798 
Finlândia 20 84 0,289 0,373 0,361 0,2927 
Ibéria 10 98 0,305 0,380 0,377 - 
País Basco 10 97 0,284 0,361 0,370 - 
Rússia 19 98 0,301 0,350 0,359 - 
Utah 68 76 0,244 0,334 0,337 0,2964 
Índia (9-53) (14-99) (0,162-0,324) (0,335-0,402) (0,353-0,399) (0,2993-0,3220) 
Brahmin 18 98 0,315 0,361 0,381 0,3128 
Dora 27 99 0,301 0,385 0,363 0,3050 
Gond 22 93 0,290 0,335 0,361 0,3029 
India 9 82 0,300 0,362 0,394 - 
Indo-Paquistaneses 9 99 0,309 0,369 0,392 - 
Irula 34 97 0,291 0,362 0,353 0,3068 
Kapu 9 88 0,324 0,401 0,392 0,3117 
Kashatryias 11 98 0,305 0,399 0,384 0,3031 
Madiga 29 99 0,309 0,365 0,361 0,3103 
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População Presente Estudo Watkins et al (2003) N Loci Div. Gênica Het. Obs. Het. Esp. Div. Gênica 
Mala 26 98 0,310 0,365 0,375 0,3113 
Nyiogi 14 96 0,318 0,384 0,380 - 
Paquistão 20 88 0,293 0,371 0,376 - 
Relli 19 98 0,317 0,402 0,398 0,3220 
Santal 16 14 0,162 0,369 0,367 0,3007 
Telaga 28 99 0,305 0,356 0,366 - 
Turpu 18 97 0,297 0,369 0,377 - 
Vydika 22 98 0,295 0,342 0,358 - 
Vysya 10 17 0,183 0,388 0,399 0,2993 
Yadava 53 97 0,294 0,370 0,364 0,3127 
Oriente-Médio 20 (45-95) (0,292-0,318) (0,320-0,333) (0,347-0,362) - 
Jordânia 20 94 0,298 0,320 0,347 - 
Bahrein 20 93 0,318 0,333 0,359 - 
EAU 20 81 0,297 0,321 0,362 - 
Síria 20 95 0,301 0,327 0,353 - 
Egito 20 45 0,292 0,324 0,355 - 
N = número de indivíduos amostrados; Loci = número de loci com menos de 10% de amostras sem genótipo; d.p. = desvio-padrão associado a cada estimativa. 
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I.3.1.3. Desequilíbrio de ligação 
 
Determinadas bandas cromossômicas apresentam uma maior 
concentração de inserções Alu selecionadas para o painel. Esse é o caso, por 
exemplo, da banda 7q21.1, que contém quatro inserções – 046, 057, 075 e 098. 
Análise de desequilíbrio de ligação entre esses marcadores em populações com baixa 
miscigenação (Europa, África e Ásia) mostrou que essas inserções não apresentam 
desequilíbrio de ligação entre elas. Inclusive, nas populações africanas, o marcador 
098 não apresentou desequilíbrio de ligação com absolutamente nenhum dos outros 
99 marcadores presentes no painel de 100 inserções Alu. 
Em Brasília, todos os marcadores genéticos, com exceção de um, 
apresentaram-se em desequilíbrio de ligação com ao menos um dos outros. Em 
Kalunga, por sua vez, seis marcadores não apresentaram desequilíbrio de ligação 
com nenhum outro marcador. Se comparamos com populações mais antigas ou 
mesmo isoladas, observamos que o número de marcadores em equilíbrio de ligação 
é muito maior do que em populações novas e miscigenadas, como é o caso do Brasil. 
Por exemplo, na população do País Basco foram encontrados 30 loci que não estavam 
em desequilíbrio de ligação com nenhum outro marcador dos 100 avaliados. Já 
Brasília e Kalunga apresentaram, para cada marcador genético, uma média de 49,48 
e 27,36 loci em desequilíbrio, respectivamente. A média para as outras populações 
ficou entre 2,08 loci em desequilíbrio por marcador, para os Indo-Paquistaneses, e 
8,36, para os poloneses. Exceção a esse quadro foi observada na população de Utah 
ser considerada uma população representativa do norte da Europa, a recente 
formação dessa população (por volta de 500 anos) pode ter causado a miscigenação 
de diferentes populações do norte europeu, gerando um grande desequilíbrio de 
ligação, uma média de 35,1 loci em desequilibrio por marcador. Pfaff e colaboradores 
(2001) demonstraram que o processo de miscigenação cria desequilíbrio de ligação 
entre marcadores genéticos, tanto os efetivamente ligados quanto os que não são 
ligados. Ao comparar o desequilíbrio de ligação estimado parar as 100 inserções Alu 
das populações miscigenadas Brasília e Kalunga a populações menos miscigenadas, 
como os grupos africano e europeu, observou-se o mesmo cenário encontrado por 
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Pfaff e colaboradores (2001). Além disso, a estimativa de desequilíbrio de ligação para 
a população de Utah também sugere miscigenação, um resultado bastante 
interessante, e que já foi encontrado indiretamente (Wang, et al., 2010), se 
considerarmos que a maior referência de banco de dados de variabilidade genética 
humana (The 1000 Genomes Project Consortium, 2010) considera a população de 
Utah como não miscigenada. Isso pode acarretar em erros metodológicos para muitos 
trabalhos que partem da premissa que esse grupo de amostras é não-miscigenado. 
 
I.3.2. Parâmetros interpopulacionais 
 
O teste exato de diferenciação entre Brasília e Kalunga indicou que estas 
não são  significativamente diferentes com relação às 100 inserções Alu, ainda que o 
FST tenha indicado diferenciação moderada (FST=0,05933, p=0,00000). Brasília 
apresentou diferenciação genética com as outras populações mundiais aqui 
analisadas, com exceção do País Basco (Fst = 0,00953; p =  0,12613±0,27842), Siria 
(Fst = 0,00171; p = 0,40541±0,0389) e Egito (Fst = -0,01858; p = 0,99099±0,0030). A 
figura I.10 explícita a relação de similaridade entre populações europeias/oriente-
médio e Brasília e entre as populações africanas e Kalunga. 
As regiões mais claras da figura I.10 explicitam menores valores de 
diferenciação populacional dentro dos grupos de populações africanas, asiáticas, 
europeias, indianas e do oriente-médio (da parte superior da diagonal, para baixo, 
respectivamente). Pode-se observar que a diferenciação populacional entre Brasília e 
as populações do grupo do Oriente-Médio é bastante pequena, praticamente como se 
aquela população pertencesse a esse grupo (figura 1.10). Também fica explícita a 
similaridade entre as populações do Oriente-Médio (e Brasília) às populações do 
grupo europeu, entre Kalunga e as populações africanas, e a grande diferenciação 
populacional entre as populações africanas e todos os outros grupos populacionais 




Figura I.10 Índice de diferenciação populacional (par a par) entre as populações analisadas neste 
trabalho, baseado nas diferenças de frequências alélicas das 100 inserções Alu. 
 
A análise de componentes principais incluindo todas as amostras aqui 
analisadas, definiu quatro grupos de populações (figura I.11). As coordenadas 
plotadas para esse gráfico configuram a média de coordenadas por grupo, uma vez 
que o número de  indivíduos tornou a plotagem das coordenadas individuais pouco 
informativa. O primeiro componente principal (eixo x) divide as populações africanas 
de não africanas, enquanto que o segundo componente principal (eixo y) divide as 
demais populações em dois grupos: Europa+Oriente Médio e Ásia (incluindo Índia), 




Explorando melhor a variação dos grupos populacionais, buscou-se 
detalhar também o terceiro componente principal de variação. A figura I.12 mostra a 
análise de componentes principais com as coordenadas dos três primeiros 
componentes principais. Observa-se que o terceiro componente principal é capaz de 
diferenciar os grupos asiáticos e indianos, mas não é capaz de diferenciar 
satisfatoriamente os grupos europeus e do Oriente Médio. Brasília e Kalunga se 
posicionam em grupos distintos no gráfico de componentes principais, a primeira no 
Figura I.11 Análise de componentes principais para o conjunto de populações utilizando dados de 100 inserções Alu. 
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grupo que contém populações europeias e Oriente Médio, enquanto a segunda se 
localiza próximo a populações africanas subsaarianas, o que deve ser reflexo do 
histórico de formação e composição genética dessas populações. De acordo com 
análise de outros marcadores genéticos, Brasília tem uma alta ancestralidade 




Figura I.12 Representação em 3D dos três primeiros componentes principais de variação genética para as populações, baseada em 100 inserções Alu. 
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Para detalhar melhor a relação entre as populações brasileiras, Brasília e 
Kalunga, e as populações com as quais apresentaram maior similaridade (figura I.10), 
foram feitas análises de componentes principais (PCA) adicionando Brasília a um 
grupo Europa/Oriente Médio e Kalunga ao grupo africano. Pôde-se observar, pelos 
componentes principais 1 e 2 (que capturam a maior variação dentro do grupo) para 
o grupo Brasíla/Europa-Oriente Médio, que o grupo é dividido em Bahrein e todas as 
outras poulações, não sendo possível discriminar a maior parte das populações 
(Figura I.13). A similaridade genética entre as populações da Europa e do Oriente 
Médio não é espantosa, uma vez que 65% dos haplótipos de DNAmt existentes hoje 
na Europa foram introduzidos no continente em tempos históricos recentes, tais como 
a Romanização, a conquista árabe da Península Ibérica e Sicília e do período de 
tráfico negreiro (Cerezo, et al., 2012). 
Figura I.13 Análise de componentes principais para o grupo Brasília/Europa/Oriente Médio. O eixo x representa a variação captada pelo primeiro componente principal, e o eixo y representa a variação captada pelo segundo componente principal. O box à direita evidencia os componentes principais, as barras hachuradas representam os componentes principais plotados e quanto de variaçã eles capturam. 
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Uma vez que a análise de componente principal não foi eficiente para 
resolver as relações genéticas entre Brasília e as populações do Oriente Médio e da 
Europa, fez-se necessário utilizar outra estratégia para resolver essas relações. A 
utilização de um algoritmo de clusterização de amostras do software Structure 
identificou três grupos aos quais as amostras Brasília/Oriente Médio/Europa poderiam 
ser designadas de acordo com as composições genéticas individuais (Figura I.14). 
Conhecendo a composição genética da população de Brasília por marcadores 
informativos de ancestralidade (Godinho, 2008), pode-se identificar que a cor azul é 
relativa à ancestralidade europeia, a cor verde é relativa à ancestralidade africana e a 
cor vermelha é relativa à ancestralidade ameríndia. Por mais que pareça inusitado que 
exista um componente ameríndio nas populações do Oriente-Médio e Europa, a 
própria análise de componente principal sugere que o painel de inserções Alu aqui 
estudadas é eficiente para diferenciar africanos de não-africanos. Por esse motivo, o 
componente africano é mais facilmente detectado pelo conjunto de marcadores, 
quando presentes na população em questão. Sendo assim, a clusterização realizada 
indica que a população de Brasília é geneticamente mais parecida com as populações 
do Oriente Médio do que com as populações da Europa, justamente pela presença do 
componente genético africano que inexiste nesse último grupo. 
 
A análise de componente principal do grupo África/Kalunga, por sua vez, 
mostrou três grupos definidos (Figura I.15). O primeiro componente principal 
diferencia o grupo que contém as populações pigmeias do Congo, com limites bem 
definidos e nenhuma sobreposição aos outros dois grupos de populações, um 
Figura I.14 Clusterização das amostras de Brasília (4), Oriente Médio (21-25) e Europa (31-37) de acordo com as frequências das 100 inserções Alu. Os grupos determinados pelo Structure são as cores azul, verde e vermelha. 
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segundo grupo contendo todas as outras populações africanas, e um terceiro grupo 
composto apenas pelas amostras de Kalunga. Esse aparente isolamento da 
população de Kalunga deve estar relacionado à miscigenação da população brasileira, 
que tem componentes europeus e ameríndios na sua composição genética, enquanto 
que as populações africanas não apresentam miscigenação com outros grupos 
continentais. Já o isolamento das tribos pigmeias do Congo ao restante das 
populações africanas é estimado em 60.000 anos (Patin, et al., 2009), e por isso o 
painel de inserções Alu parece ter sido capaz de identificar divergência populacional 
antiga. 
 
Figura I.15 Análise de componente principal para o grupo África/Kalunga. O eixo x representa a variação captada pelo primeiro componente principal, o eixo y representa a variação captada pelo segundo componente principal. O box à direita evidencia os componentes principais, as barras hachuradas representam os componentes principais plotados e quanto de variaçã eles capturam. 
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A análise de clusterização para o grupo de populações 
África/Europa/Kalunga evidenciou o motivo do isolamento desta última ao grupo 
africano apresentado na figura I.15. Como pode ser observado na figura I.16, a análise 
de clusterização identificou três grupos aos quais as amostras África/Europa/Kalunga 
poderiam ser designadas. Kalunga apresenta dois componentes em sua composição, 
um de origem africana (verde) e um de origem europeia (vermelho). O componente 
em azul, muito frequente nas tribos pigmeias (número 16), provavelmente 
representam um componente africano mais antigo (>60.000 anos), uma vez que pode 
servir para diferenciar bem as populações pigmeias das outras populações africanas. 
Estes achados estão em concordância com estimativas de idade de divergência das 
populações pigmeias (Quintana-Murci, et al., 2007; Patin, et al., 2009; Verdu, et al., 
2009). 
 
Contextualizando as amostras brasileiras junto às suas populações 
doadoras, a figura I.17 mostra os quatro componentes genéticos que foram melhor 
estimados para o conjunto de amostras. Pode-se observar um componente africano 
exclusivo do grupo africano (em amarelo), como visto anteriormente; um componente 
africano ancestral, que está presente em todas as populações (ainda que em 
proporções mínimas, vermelho) e é o principal componente para a formação da 
população de Kalunga; um componente asiático que é mais frequente em Brasília do 
que em Kalunga (azul) e um componente europeu, que é o principal componente 
encontrado na população de Brasília. 
Figura I.16 Agrupamento das amostras de Kalunga (41), África (2-19) e Europa (31-37) de acordo com as frequências das 100 inserções Alu. Os grupos determinados pelo Structure são as cores azul, verde e vermelha. 
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Figura I.17 Clusterização das populações miscigenadas brasileiras junto às suas populações doadoras 
estimada pelo painel de 100 inserções Alu para K=4 (melhor estimativa para o grupo amostral segundo 
o STRUCTURE). 1) africanos, 2) asiáticos, 3) europeus, 4) Brasília e 5) Kalunga. 
 
I.3.3. Estimativa de composição genética das populações miscigenadas 
brasileiras 
 
A partir das análises realizadas pelo software Structure, foi possível fazer a 
estimativa de composição genética das populações miscigenadas brasileiras baseada 
no painel de 100 inserções Alu. Tais estimativas foram feitas a partir da média da 
constituição genética dos indivíduos pertencentes a cada uma das populações. Dessa 
forma, foram obtidas estimativas congruentes com as inferidas em trabalhos 
anteriores (Pedrosa, 2006; Godinho, 2008), como pode ser observado na tabela I.5. 
As estimativas obtidas a partir do painel em Kalunga foram intermediárias às obtidas 
por marcadores autossômicos do tipo AIMs e STRs, enquanto que a estimativa de 
contribuição europeia para Brasília foi maior pelo painel do que a partir dos outros 
tipos de marcadores. O grande número de marcadores utilizados neste trabalho (100, 
se comparados aos 13 marcadores AIMs e 14 marcadores STRs) pode explicar essas 







Tabela I. 5 Estimativa de contribuição genética para as populações miscigenadas brasileiras Brasília 
e Kalunga através de marcadores genéticos autossômicos. 
 Brasília Kalunga Africano Europeu Ameríndio Africano Europeu Ameríndio 
100 Alus 0,1900 (0,1387) 0,7698 (0,1653) 0,0040 (0,1026) 0,7308 (0,1663) 0,2519 (0,1569) 0,0174 (0,3465) 
STRs 0,2620 (0,0050) 0,6030 (0,0080) 0,1360 (0,0070) 0,8873 (0,0036) 0,0037 (0,0036) 0,0075 (0,0013) 
AIMs 0,2290 (0,0080) 0,6140 (0,0080) 0,157 (0,0070) 0,6105 (0,0147) 0,2976 (0,0068) 0,0918 (0,0016) 
 
Considerando, então, as relações genéticas entre as populações dentro de 
cada grupo geográfico (Ásia, Europa, África) e as relações genéticas entre as 
populações miscigenadas brasileiras e os grupos de populações, pode-se observar 
que os grupos geográficos não são geneticamente homogêneos. Mesmo utilizando 
um painel de marcadores conservadores, foi possível identificar diferenças 
significativas entre as populações de um mesmo grupo geográfico, mostrando que 
não podemos considerar qualquer população como representativa da 
variabilidade/composição genética de um grupo geográfico. Isso implica um certo 
cuidado no momento de escolher as amostras parentais/doadoras para a estimativa 
de composição genética de populações miscigenadas.  
Um bom exemplo disso são os diversas estimativas de composição 
genética geradas para cada indivídio dependendo de como consideramos o grupo de 
amostras mundiais. A figura I.18 mostra o gráfico de agrupamento das amostras 
utilizadas de duas formas: em A, as populações parentais foram mantidas com suas 
populações originais, e o STRUCTURE é quem foi o responsável pela estimativa de 
agrupamento das amostas. Em B, as populações foram agrupadas por continente 
(África, Europa e Ásia). 
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Figura I.18 Comparação entre duas abordagens de agrupamento para o mesmo conjunto de amostras. 
Cada ponto representa um indivíduo e os vértices representam os grupos parentais. Esquema de cores: 
A) vermelho – África, Azul – Europa; Amarelo – Ásia; Rosa – Kalunga; Roxo – Brasília. B) Verde – 
África; Azul – Europa; Vermelho – Ásia; Rosa – Kalunga; Amarelo – Brasília. 
 
Assim como pode ser observado na figura I.16, a figura I.19 mostra que o 
grupo africano é composto de dois grupos de populações: um com grande 
componenete genético azul, que possivelmente refere-se a um componente genético 
antigo e exclusivo da África subsaariana, e um com grande componente genético rosa. 
Este segundo, sim, acabou sendo dispersado pelos continentes e pode ser 
encontrado nas populações do Oriente Médio e do Brasil. Além disso, o painel de 100 
inserções Alu foi capaz de identificar um componente genético bastante antigo e 
ubíquo, que pode ser encontrado (ainda que em baixa proporção) em absolutamente 
todas as amostras que aqui foram analisadas (Figura I.19, vermelho).  
Figura I.19. Identificação de grupos populacionais baseado em perfis genéticos estimados pelo painel 




Em um estudo mais detalhado das relações genéticas entre populações 
mundiais, Montinaro e colaboradores (2015) utilizaram-se de 1414 indivíduos divididos 
em 42 populações mundiais para estimar a composição genética e a diferenciação 
entre grupos. Os autores observaram uma subestruturação ainda maior do que a 
encontrada aqui para os grupos populacionais, tendo as populações africanas sido 
divididas em nada menos do que 33 grupos com perfis genéticos diferentes. As 
populações europeias foram divididas regionalmente (Norte, Sudeste, Sudoeste e 
Nordeste da Europa – 10 grupos), tendo indivíduos do País Basco e da Sardinha 
formado dois grupos exclusivos e não pertencentes aos grupos regionais.  
Portanto, considerando as estimativas de diferenciação populacional 
dentro dos grupos geográficos aqui apresentadas e os grande número de grupos 
encontrados dentro de cada região por Montinaro e colaboradores (2015), pode-se 
afirmar que os grupos geográficos não são geneticamente homogêneos, como será 
detalhado a seguir. Por esse motivo, a escolha da população doadora para a 
estimativa da composição genética de uma população miscigenada ou mesmo a 
escolha de populações-controle em estudos de genética médica e clínica deve ser 
feita com cautela e de forma consciente. 
 





Para testar se a diferenciação populacional entre as subpopulações 
africanas era significativa, conforme hipótese que incitou a análise segmentada dos 
grandes continentes, utilizaram-se os mesmos parâmetros que foram aplicados a 
Brasília e Kalunga e ao conjunto total de populações. Observou-se, então, que a maior 
diferenciação genética entre os subgrupos africanos foi entre as tribos pigmeias do 
Congo (ex-Zaire) e a população nigeriana (FST=0,11488, p-valor = 0,00000, figura 
I.20), considerada uma diferenciação populacional alta, de acordo com o critério 
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estabelecido por (Hartl & Clark, 2010). A maior parte dos pares de populações do 
grupo Africano, no entanto, apresentam diferenciação populacional moderada, 
tornando este grupo o mais estruturado dos grupos populacionais aqui estudados, 
como está descrito nas próximas seções. 
Figura I.10 Índice de diferenciação populacional (FST) entre os pares de populações subsaarianas. 
 
Por outro lado, observou-se uma grande quantidade de subpopulações 
africanas que não apresentaram diferenciação populacional significativa. Essas 
populações, portanto, podem ser consideradas equivalentes com relação ao perfil 
genético. A tabela I.6 configura a lista de populações africanas que não apresentaram 
diferenciação populacional dentro do grupo africano, incluindo-se os valores relativos 
à significância do teste de hipótese (p-valor). 
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Tabela I. 6 Pares de populações africanas que não apresentaram diferenciação populacional 
significativa, com os respectivos valores que corroboram o teste de hipótese de não-diferenciação. 
População 1 População 2 FST p-Valor* 
Alur Nande 0,00270 0,19820  ( 0,0379 
Tsonga 
Biaka  0,00534 0,18018 (0,0383 
Hema  0,00606 0,05405 (0,0242 
Sotho-Tswana -0,00474 0,34234 (0,0327 
Northern Sotho 
Alur  0,01344 0,08108 ( 0,0252 
Hema  0,01793 0,07207 (0,0121 
Nande  0,00731 0,07207 (0,0378 
Sotho-Tswana 0,01182 0,08180 (0,0286 
Zulu-Xhosa 
Alur  0,00164 0,34234 (0,0445 
Biaka  0,00799 0,13514 (0,0244 
Nande  -0,00838 0,93694 (0,0244 
Northern Sotho  -0,00012 0,51351 (0,0651 
San  0,00629 0,22523 (0,0389 
Sotho-Tswana  -0,01117 0,90090 (0,0194 
Kenya 0,00953 0,06306 (0,0237 
Tsonga -0,01025 0,65766 (0,0490 
*indica diferenciação populacional somente quando menor ou igual a 0,05. 
Observando a tabela acima e a figura I.20 é possível verificar que existe 
uma subpopulação que pode ser considerada representativa das populações 
subsaarianas. Por não apresentar diferenciação populacional com oito das 13 
populações subsaarianas e pequena diferenciação populacional com as outras 
populações (maior FST=0.06, tribos pigmeias do Congo), sugere-se que Zulu-Xhosa 




Por outro lado, observa-se que as populações pigmeias do Congo 
(enquanto um único grupo populacional) apresentou diferença populacional com 
relação a absolutamente todas as outras populações africanas. Inclusive, o p-valor 
obtido para cada um dos testes de FST que envolviam a subpopulação pigmeus do 
Congo (Congo-Pygmy) foi igual a zero. Não curiosamente, o número de diferenças 
intrapopulacionais dessa população foi menor que o número de diferenças 
interpopulacionais envolvendo qualquer par de populações que contivesse o grupo de 
pigmeus do Congo (figura I.21). 
 
Figura I.11 Distância de Nei entre os pares de população (em azul, diagonal inferior), número médio de diferenças dentro de cada população (em laranja, diagonal) e o número médio de diferenças entre cada par de populações (em verde, diagonal superior). 
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Muito provavelmente, essas tribos pigmeias não se misturam e, muito 
menos, compartilham migrantes ou fluxo genético. Esse é o cenário mais congruente 
para explicar uma alta diferença intrapopulacional associada a uma baixa diferença 
interpopulacional, já que o comum no estudo da variação genética em populações 
humanas é encontrar mais diferenças dentro das populações do que entre as 
populações (Lewontin, 1972). Por outro lado, observa-se que os !Kung San 
apresentam baixas estimativas para os dois parâmetros (diferenças 
intrapopulacionais e diferenças interpopulacionais). Essa observação pode ser 
consequência  de que os dados colhidos para a população !Kung San estão 
incompletos, sendo que apenas 24 dos 100 Alus foram genotipados para esses 
indivíduos. 
Ao longo desse trabalho, as populações pigmeias foram agrupadas e 
denominadas populações pigmeias do Congo, como descrito em material e métodos. 
A análise de componentes principais para o grupo africano mostrou que as 
populações pigmeias do Congo se agrupam todas em um mesmo ponto do gráfico 
(Figura I.22), o que corrobora a decisão de agrupamento dessas populações. 
Observando a análise em questão, observam-se de três a quatro grupos de 
populações, quando considerados o primeiro e o segundo componentes principais de 
variação genética dentro do grupo africano. O primeiro componente (que captura a 
maior variação) separa as populações pigmeias de todas as outras populações 
africanas, enquanto que o segundo componente separa os grupos Nigéria-Quênia, 






O grupo asiático é composto por oito populações, todas pertencentes à 
região sudeste da Ásia: Japão, Combódia, Vietnã, Sudeste da Ásia, Malásia, China, 
Taiwan e indivíduos sem origem definida. Com relação à diferenciação populacional 
dentro do grupo asiático, foi possível perceber que a distribuição de frequências 
alélicas neste grupo foi mais homogênea do que o que se esperaria (Figura I.23). A 
revisão feita por Xu (2012) evidenciou que mesmo a etnia Han (chineses) apresenta 
uma grande subestruturação populacional, estando dividida por grupos linguísticos 
(altaicos vs Sino-tibetanos/Tai-kadai). Essa subdivisão, no entanto, não é corroborada 
Figura I.12 Representação gráfica da análise de componentes principais da variação genética dentro do grupo africano. O eixo X representa o componente principal 1 (que captura a maior variação da amostra) e o eixo Y representa o componente principal 2 (que captura a segunda maior variação dentro da amostra). 
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pelas estimativas geradas através do estudo das 100 inserções Alu, detalhado a 
seguir. 
Figura I.13 Índice de diferenciação populacional baseado em FST entre pares de populações asiáticas, 
estimado através do painel de 100 inserções Alu. 
 
No entanto, as estimativas evidenciadas pelo uso dos 100 marcadores do 
tipo inserções Alu, que são altamente conservadoras e com pequena taxa de 
mutação, mostraram que a maior diferenciação populacional encontrada dentro do 
grupo étnico asiático é pequena (0,045) e a maioria dos pares de populações sequer 
apresentaram diferenciação populacional significativa (tabela I.7).  
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Tabela I. 7 Pares de populações asiáticas que não apresentaram diferenciação populacional 
significativa 
População 1 População 2 FST p-valor 
South East Asia 
Japão 0,00731 0,17117 (0,0286 
Cambódia -0,00340 0,45946 (0,0550 
Vietnã 0,01445 0,06306 (0,0237 
Malásia 0,00188 0,39640 (0,0707 
China 0,00745 0,18018 (0,0429 
Ancestralidade mista 0,00721 0,18919 (0,0344 
Ancestralidade mista 
Japão 0,00005 0,37838 (0,0354 
Cambódia 0,00927 0,09910 (0,0252 
Vietnã -0,00852 0,76577 (0,0366 
Malásia 0,00377 0,19820 (0,0227 
China 0,00755 0,09910 (0,0316 
China Vietnã 0,00885 0,10811 (0,0264 Malásia 0,01727 0,13514 (0,0279 
Malásia Cambódia 0,01126 0,10811 (0,0264 Vietnã 0,01715 0,08108 (0,0316 
 
Pela tabela acima, pode-se observar que a única população que não 
aparece nem uma vez é a população de Taiwan. Essa população não somente se 
diferencia geneticamente de todas as populações do sudeste asiático, como 
apresenta os maiores FSTs estimados para este grupo, considerando-se os pares de 
populações significativamente diferenciadas.  
A análise de componentes principais revela uma estrutura populacional 
bastante interessante: seis grupos de populações são aparentes (figura I.24). O 
primeiro componente principal separa claramente dois grupos de populações: um 
grupo contendo amotras do Sudeste da Ásia, Taiwan e Cambódia; e outro grupo 
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contendo todas as outras populações. O segundo componente principal diferencia as 




O grupo europeu é composto por sete populações, sendo uma delas 
localizada geograficamente na América do Norte (Utah, EUA): França, Ibéria, País 
Basco, Polônia (Europe), Finlândia, Utah e Rússia. A diferenciação populacional do 
grupo europeu mostrou que boa parte dos pares de populações apresentaram 
diferenças significativas com relação às 100 inserções Alu aqui estudadas (figura 
Figura I.24 Análise de componentes principais para o grupo de populações asiáticas. O eixo X contém a variação representada pelo primeiro componente principal, PC1, enquanto o eixo Y contém a variação representada pelo segundo componente principal , PC2 
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I.25). Contudo, algumas observações podem ser feitas sobre a dinâmica de 
diferenciação populacional das amostras europeias aqui apresentadas. 
 
Ainda que a diferenciação entre as populações europeias tenha sido, em 
sua maioria, significativa, pode-se notar que a maior diferenciação encontrada (entre 
Ibéria e Europa, que é composta principalmente de amostras polonesas) é apenas 
pequena (0,034). Além disso, vários outros pares de população não apresentaram 
diferenciação populacional significativa, como pode ser observado na tabela I.8. 
Figura I.14 Índice de diferenciação populacional entre as populações do grupo europeu, baseado em 100 inserções Alu. 
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Tabela I. 8 Índice de diferenciação populacional para os pares de populações europeias que não 
apresentaram diferenciação significativa. 
População 1 População 2 FST p-valor 
País Basco 
França 0,00006 0,39640 (0,0511 
Ibéria 0,00911 0,13514 (0,0474 
Europa 0,00366 0,40541 (0,0365 
Utah 0,00150 0,27928 (0,0212 
Utah França 0,00290 0,16216 (0,0402 Finlândia 0,00149 0,20721 (0,0333 
Rússia Finlândia 0,00343 0,15315 (0,0360 
 
Estudos genéticos com marcadores de DNAmt e genoma total mostraram 
que o País Basco é uma região semi-isolada que apresenta ancestralidade direta com 
antigos fazendeiros do Neolítico/Calcolítico (Behar et al., 2012; Günther et al., 2015). 
Esse semi-isolamento encontrado por marcadores mais dinâmicos diferencia os 
bascos do resto da Europa e corrobora a diferenciação linguística, já que se acredita 
que a língua basca é fruto das primeiras línguas dos fazendeiros do neolítico, e não 
apresenta compartilhamento léxico com as línguas atuais da Europa (Leonardi, 2005; 
Behar et al., 2012). No entanto, os dados encontrados para as 100 inserções Alu 
mostram um cenário completamente diferente: o País Basco apresenta grande 
similaridade genética com a maior parte das populações europeias aqui estudadas (4 
de 6 populações). 
Isso pode ser explicado pela baixa atividade de transposição de novas 
inserções e pelo fato das inserções Alu serem marcadores genéticos conservadores, 
especialmente importantes para detectar mistura genética antiga (Shedlock & Okada, 
2000). As famílias de inserção Alu mais recentes no genoma humano (Yb) surgiram 
entre 1,11 e 4,81 milhões de anos atrás (Carter, et al., 2004), bem anteriores à 
expansão dos fazendeiros do neolítico, há 7 mil anos atrás (Behar et al., 2012). É 
possível que a perda de diversidade genética durante as migrações do humano 
moderno tenha sido mais contundente para a composição genética das populações 
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europeias do que as futuras subdivisões e isolamentos decorrentes da formação das 
fronteiras políticas e culturais, quando consideramos marcadores genéticos tão 
conservadores como as inserções Alu. 
A análise de componente principal apresenta o cenário da composição 
genética europeia dividido em quatro grupos (Figura I.26). O primeiro componente 
principal separa os países mais a oeste da Europa, cujas línguas são latinas (à 
exceção do País Basco), de países cujas línguas são urálicas (Finlândia e Rússia). 
No meio do caminho, o grupo de línguas do norte europeu e anglo-saxã. Um cenário 
similar foi encontrado por Nelis e colaboradores (2009) em um estudo com 270.000 
SNPs autossômicos: nos vértices a Finlândia, as populações bálticas (junto com 
Polônia e Rússia), e Itália, e as populações da Europa Central e Oeste apresentando 





Como dito anteriormente, o grupo indiano é o mais complexo de todos os 
grupos aqui considerados, e também o mais farto em número de populações (tabela 
I.2. Resultado de anos de miscigenação oriunda tanto de colonização quanto por 
interesses mercantis (não podemos esquecer que as grandes navegações tinham por 
principal objetivo “encontrar as Índias”), a formação genética do grupo indiano 
apresenta singularidades que são reflexo da alta miscigenação populacional. O 
primeiro ponto a se notar é que a maior parte da diferenciação entre os pares de 
populações é considerada moderada (de 0,03 a 0,06), refletindo subestruturação 
Figura I.15 Análise de componente principal para o grupo de populações europeias. O eixo X representa o componente principal 1 (captura a maior variação) e o eixo Y representa o componente principal 2 (captura a segunda maior variação). 
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populacional (figura 1.27), se comparado a outros grupos populacionais aqui 
estudados. 
Figura I.16 Índice de diferenciação populacional para as subpopulações do grupo indiano, estimado a 
partir de 100 inserções Alu. 
 
Outro ponto importante de se levantar é que a Índia é um país só. Ainda 
que seja um país gigante , o 7º maior do mundo com 3.287.263 km2, (United Nations 
Statistiscs Division, 2014), seu tamanho, apenas, não é capaz de explicar a 
diferenciação populacional encontrada: pode-se observar que a diferenciação 
poulacional dos indivíduos do Paquistão (outro país) com populações indianas é 
menor do que a diferenciação populacional entre algumas castas e tribos a 
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populações indianas. Por tanto, o sistema de organização social em castas é um 
importante fator para a formação desse cenário (Bamshad, et al., 2001). Contudo, a 
subestruturação populacional observada na Índia alcanca índicies menores do que os 
observados em algumas populações africanas subsaarianas (figura I.20). Isso mostra 
que, ainda que o sistema de castas seja um fator que cause estruturação populacional, 
o grupo indiano ainda é mais geneticamente coeso que o grupo africano. 
Mesmo apresentando subestruturação populacional, pode-se observar que 
alguns pares de população não apresentam diferenciação populacional significativa 
(tabela I.9). Algumas populações apresentam um grande número de pares não 
significativos, como é o caso de Nyiogi (15 de 19), Índia (13 de 19), Brahmin (12 de 
19), que não apresentam diferenciação populacional a mais de 50% das populações 
aqui estudadas. Além disso, cerca de metade dos possíveis pares de populações não 
apresentaram diferenciação populacional significativa, o que mostra que o grupo 
indiano, ainda que o mais complexo em termos de formação e organização social, 
apresenta grande coesão genética. 
Tabela I. 9 Índice de diferenciação populacional para os pares de populações indianas que não 
apresentam diferenciação significativa. As populações 1 são apenas aquelas que não apresentaram 
diferenciação genética a mais de oito populações. 
População 1 População 2 FST p-valor 
Nyiogi 
Brahmin -0,01321 0,99099 (0,0030 
Índia -0,01575 0,97297 (0,0184 
Indo-Paquistaneses -0,00471 0,68468 (0,0338 
Kapu -0,00969 0,79279 (0,0354 
Kashatryias 0,00753 0,09910 (0,0286 
Madiga 0,00057 0,36937 (0,0533 
Mala 0,00342 0,13514 (0,0339 
Paquistão -0,00017 0,45045 (0,0359 
Relli 0,00420 0,16216 (0,0264 
Santal 0,00052 0,30631 (0,0338 
Telaga -0,00718 0,95495 (0,0203 
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População 1 População 2 FST p-valor 
Turpu -0,00401 0,71171 (0,0395 
Vydika -0,00359 0,77477 (0,0279 
Vysya 0,00329 0,19820 (0,0445 
Yadava 0,00443 0,11712 (0,0273 
Índia 
Brahmin -0,00604 0,32432 (0,0624 
Indo-Paquistaneses 0,00652 0,73874 (0,0446 
Kapu -0,00767 0,10811 (0,0353 
Madiga 0,00761 0,10811 (0,0378 
Mala 0,00350 0,40541 (0,0563 
Paquistão 0,00121 0,45045 (0,0407 
Relli 0,00565 0,24324 (0,0333 
Santal 0,00181 0,24324 (0,0470 
Telaga -0,00160 0,69369 (0,0274 
Turpu 0,0034 0,26126 (0,0252 
Vydika 0,0052 0,32432 (0,036 
Yadava 0,00773 0,09009 (0,0235 
Brahmin 
Indo-Paquistaneses -0,00397 0,75676 (0,0338 
Kapu -0,00472 0,71171 (0,0253 
Madiga 0,00549 0,12613 (0,0201 
Paquistão -0,00083 0,60360 (0,0490 
Santal 0,00638 0,10811 (0,0227 
Telaga -0,00488 0,90991 (0,0345 
Turpu 0,00358 0,32432 (0,0433 
Vydika 0,00594 0,11712 (0,0305 
Vysya -0,00347 0,67568 (0,0475 
Yadava 0,00554 0,11712 (0,0194 
Indo-Paquistaneses Kapu -0,00544 0,71171 (0,0497 
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População 1 População 2 FST p-valor 
Madiga 0,00313 0,21622 (0,0388 
Mala 0,00424 0,32432 (0,0492 
Paquistão 0,00830 0,14414 (0,0309 
Relli 0,01222 0,05405 (0,0242 
Telaga 0,00715 0,15315 (0,0273 
Turpu 0,00898 0,09910 (0,0252 
Vydika 0,01299 0,06306 (0,0194 
Vysya 0,01313 0,13514 (0,0203 
Kapu 
Madiga -0,00241 0,55856 (0,0327 
Mala -0,00813 0,89189 (0,0165 
Relli 0,00725 0,14414 (0,0278 
Telaga -0,00596 0,77477 (0,0364 
Turpu -0,00293 0,62162 (0,0370 
Vydika 0,01050 0,12613 (0,024 
Vysya 0,00958 0,08108 (0,0091 
Yadava 0,00356 0,19820 (0,0485 
Telaga 
Madiga 0,00378 0,08108 (0,0316 
Mala 0,00124 0,34234 (0,0504 
Relli 0,00490 0,12613 (0,0242 
Santal 0,00459 0,09009 (0,0303 
Turpu -0,00612 0,93694 (0,0244 
Vydika 0,00533 0,06306 (0,0273 
Vysya 0,00337 0,23423 (0,0309 
Yadava 0,00249 0,11712 (0,0360 
 
A análise de discriminantes realizada mostrou como a diferenciação 
populacional e a variabilidade genética do grupo indiano se relacionam (figura I.28). 
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Analisando o primeiro e o segundo componentes principais de variabilidade genética, 
pode-se observar que são formados três grupos: um grupo contendo apenas a 
população Irula, um grupo contendo Gond, Dora e Santal; e um grupo contendo todas 
as outras 15 populações. Isso mostra que os primeiros dois componentes, que 
explicam a maior parte da variabilidade genética encontrada no grupo indiano, define 
os grupos tribais, mas coloca todas as outras populações em um único grupo. Essa 
dinâmica é característica de populações isoladas (as tribos indianas) inseridas em um 
contexto de populações altamente miscigendas e homogêneas (todas as outras 15 
populações). Santal, ocupa uma posição mais próxima dos grupos miscigenados, 
possivelmente devido à grande quantidade de genótipos faltantes para aluns 
indivíduos. Na estimativa de variabilidade, os genótipos faltantes tendem a ser 
estimados a partir dos mais frequentes para cada locus, e por isso Santal aparenta se 




I.3.4.5. Oriente Médio 
 
O grupo do Oriente Médio é composto por cinco populações: Jordânia, 
Bahrein, Emirados Árabes Unidos, Síria e Egito. A diferenciação populacional dentro 
do grupo do Oriente-Médio é a menor dos grupos aqui estudados (figura I.29). O par 
de populações com maior diferenciação populacional (Bahrein e Síria), apresentou 
apenas uma leve diferenciação populacional, ainda que significativa (0,02407) e a 
maioria dos pares testados não apresentaram diferenciação populacional significativa 
(tabela I.10). Isso mostra uma grande unidade genética das populações que compõem 
o grupo. São todos países predominantemente muçulmanos, de origem Árabe e que 
Figura I.17 Análise de discriminantes mostrando os primeiros dois componenetes principais de variação dentro do grupo indiano. O eixo X representa o componente principal 1 (maior variação) e o eixo Y representa o componente principal 2 (segunda maior variação). 
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ocupam uma região bastante específica e de passagem, estrategicamente localizado 
entre África, Europa e Ásia, o que pode contribuir para o fluxo gênico e a não 
diferenciação das populações. 
Bahrein foi a única população que apresentou diferenciação populacional 
significativa a todas as outras populações da amostra, como pode ser observado na 
tabela I.10. Todos os outros pares testados (todos os pares de populações que não 
envolviam a população Bahrain) não apresentação índice de diferenciação 
populacional significativo, indicando que todas as populações do grupo do Oriente 
Médio aqui estudadas são geneticamente iguais entre si, à exceção da população do 
Bahrein, cuja diferenciação populacional ao grupo é considerada leve. 
Figura I.18 Índice de diferenciação populacional para os pares de populações do grupo do Oriente-Médio, estimado por 100 inserções Alu. 
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Tabela I. 10 Índice de diferenciação populacional e significância do teste (p-Valor, desvio-padrão 
entre parênteses) para todos os pares de populações do grupo Oriente-Médio. Os valores que 
indicam diferenciação estão marcados com um asterisco (*). 
População 1 População 2 FST p-Valor 
Bahrain 
Jordânia 0,01273 0,02703 (0,0194)* 
Emirados Árabes Unidos 0,01382 0,01802 (0,0121)* 
Síria 0,02407 0,00000 (0,0000)* 
Egito 0,01426 0,00901 (0,0091)* 
Jordânia 
Emirados Árabes Unidos 0,00696 0,18919 (0,0316) 
Síria -0,00019 0,58559 (0,0434) 
Egito 0,00127 0,42342 (0,0490) 
Emirados Árabes Unidos 
Síria 0,00561 0,30631 (0,0278) 
Egito 0,00068 0,53153 (0,0497) 
Síria Egito -0,00172 0,63969 (0,0360) 
 
A população de Bahrain é a mais diferente das populações do grupo do 
Oriente-Médio (figura I.29), inclusive registrando os maiores índices de diversidade 
gênica e heterozigose observada (tabela I.10). A análise de componente principal 
mostra dois grupos bem definidos: o primeiro grupo é composto apenas pela 
população do Bahrain, e o segundo grupo é composto por um aglomerado que se 
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diferencia em subgrupos a partir do segundo componente principal (figura I.30), que 
separa as populações por origem geográfica, distanciando-se da África. 
 
I.3.5. Teste de Neutralidade 
 
A distribuição geográfica das amostras utilizadas neste trabalho permitiu 
delinear uma estruturação populacional baseada em continente/grupos étnicos a 
priori. Dessa forma, foi possível realizar testes de seleção natural para o conjunto total 
de marcadores utilizados. A partir do índice de diferenciação populacional estimado 
entre os grupos, foi possível verificar que oito marcadores Alu mostram valores de 
heterozigose sugestivos de estar sob seleção (figura I.31). Os marcadores alu35 e 
Figura I.19 Análise discriminante de componente principal para o grupo de populações do Oriente Médio, baseado em 100 inserções Alu. O eixo X representa a variação explicada pelo primeiro componente principal (maior variação) enquanto o eixo Y representa a variação explicada pelo segundo componente principal (segunda maior variação). 
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alu36 apresentam alta heterozigose (entre 0,4 a 0,5), que pode ser indicativo de 
seleção estabilizadora, enquanto que o marcador alu21 apresenta heterozigose igual 
a 0, o que indica que esse locus deve sofrer seleção purificadora, uma vez que 
heterozigotos são inexistentes ou desfavorecidos. Os marcadores alu16, alu20, alu26, 
alu42 e alu50 apresentam baixa heterozigose, mas não tão extremo quanto no caso 
anterior e por isso podem estar sofrendo seleção balanceadora.  
Figura I.20 Inserções Alu que estão sob seleção para todos os grupos de populações analisadas. As linhas 
vermelhas indicam os limites de 1% de significância para a relação FST/heterozigose. Apenas marcadores que 
estejam sobre ou excedam os limites mínimo e máximo do intervalo são considerados sob seleção. 
 
A inserção Alu de número 21 (Ya5NBC157) parece estar fixada em todas 
as populações não africanas, sugerindo um mecanismo de efeito fundador durante a 
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saída do humano moderno da África. Mesmo nas populações africana, o estado 
ancestral, ausência de inserção, só é encontrado em cinco populações, todas 
localizadas no sul da África: Tsonga, Sotho-Tswana, Northern-Sotho, !Kung e Alur-
Zaire. Já o estado ancestral da inserção Alu de número 26 (Ya5NBC212) é encontrado 
em populações da África Central e Sul como Zaire (Alur, Nande e Hema), todas as 
populações pigmeias, !Kung, Northern-Sotho, Sotho-Tswana e Zulu-Xhosa e em 
apenas duas populações não-africanas: Irula e Madiga, sugerindo gargalos de garrafa 
sucessivos durante a dispersão do homem moderno.  
A inserção Alu de número 36 (Ya5NBC333), por sua vez, apresenta grande 
heterozigose e baixíssimo FST entre todas as populações aqui listadas, o que significa 
que as frequências para ausência e presença da inserção em diferentes locais do 
globo são essencialmente similares entre os grupos populacionais. Essa inserção está 
localizada numa grande região intergênica de 540Mb, entre os genes DACT1 e 
DAAM1. Ambos os genes estão relacionados à gastrulação e formação do sistema 
nervoso em vertebrados (Sato, et al., 2006; Shi, et al., 2012) e, portanto, devem ser 
alvo de seleção. Sendo assim, o Alu Ya5NBC333 pode estar sofrendo um efeito 
“carona” em decorrência da sua proximidade aos genes DACT1 e DAAM1.  
Os comentários acima sobre duas das inserções Alu que apresentam sinais 
de seleção são pertinentes e suscitam boas hipóteses a serem testadas em trabalhos 
futuros como, por exemplo, se o mesmo resultado seria observado caso os genes 
DACT1 e DAAM1 fossem testados para seleção. Contudo, como apenas 8% dos 
marcadores apresentaram sinais de seleção, pode-se dizer que, essencialmente, o 




1. Brasília e Kalunga não formam um grupo homogêneo de amostras e, por esse 
motivo, não configuram um grupo brasileiro ou sul-americano específico, 
fazendo com que essas populações pertençam aos conjuntos de amostras que 
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representem a maior contribuição genética para a composição dessas 
populações. 
2. O desequilíbrio de ligação nas populações miscigenadas é maior e afeta mais 
loci do que nas populações não miscigenadas, sendo o desequilíbrio de ligação 
entre os marcadores do painel de 100 inserções Alu um indicativo de 
miscigenação da população. 
3. À exceção do grupo populacional do Oriente-Médio, os grupos populacionais 
não podem ser considerados homogêneos e a maioria das populações que 
compõem cada um dos grupos não pode ser considerada referência genética 
para seu grupo de origem.  
4. Determinadas populações de cada grupo, no entanto, podem ser consideradas 
representativas do seu grupo de origem por não apresentarem diferenciação 
populacional significativa: Zulu-Xhosa para o grupo africano; Sudeste Asiático 
para o grupo asiático; País Basco para o grupo europeu; Nyiogi para o grupo 
indiano; qualquer população, exceto Bahrein, para o grupo do Oriente-Médio. 
5. Há uma grande similaridade genética entre a população brasileira e suas 
parentais africanas (Kalunga) e europeias (Brasília) para o painel de 100 
inserções Alu autossômicos, corroborando estudos anteriores que utilizaram 
marcadores genéticos do tipo AIM, SNPs, do cromossomo Y e DNAmt. 
6. Há também grande similaridade genética entre a população de Brasília e o 
grupo de populações do Oriente-Médio, que, por sua vez, é geneticamente 
similar ao grupo de populações europeu, especialmente se consideradas as 
populações do centro e oeste europeus. 
7. A análise de componentes principais agrupa Brasília a populações europeias e 
do Oriente-Médio e Kalunga às populações africanas, evidenciando que o 
painel de inserções Alu é capaz de agrupar as populações miscigenadas às 
suas populações doadoras, identificando as populações de maior contribuição 
genética. 
8. As estimativas de composição genética feitas a partir do painel de 100 




9. Dentre os marcadores que constituem o painel de 100 inserções Alu, 8% 
mostraram sinais de estarem sob seleção nos diferentes grupos testados, 













Capítulo II – A variabilidade genética humana e 
sua influência na susceptibilidade à infecção 
severa pelo vírus da Influenza A 
(Tradução do artigo: Role of the host genetic variability in the influenza A virus susceptibility, de Ana 
Carolina Arcanjo, Giovanni Mazzocco, Silviene Oliveira, Dariusz Plewczynski e Jan Radomski, 






O vírus da gripe é uma das causas mais importantes de infecções que 
acometem o trato respiratório, com cerca de 3-5 milhões de infecções clínicas e 
250.000-500.000 casos fatais a cada ano (Dawood, et al., 2012; Simonsen, et al., 
2013; WHO, 2014). A resposta imune ao vírus da influenza tem sido alvo de pesquisa 
há mais de setenta anos (Andrewes, 1939) devido ao grande impacto que a doença 
tem no sistema de saúde, de uma forma global. Mas, ainda que alguns aspectos da 
resposta imunológica à infecção por influenza tenham sido esclarecidos nesses 
últimos 70 anos, ainda há muitas perguntas não-respondidas neste campo de 
pesquisa. 
A influência da variabilidade genética do próprio vírus é, sem sombra de 
dúvidas, o tópico mais importante e que tem sido o maior alvo de pesquisas até hoje 
(Hatta, et al., 2001; Wagner, et al., 2002; Uipraserktul, et al., 2005; Gambaryan, et al., 
2006; Bateman, et al., 2008; Nicholls, et al., 2007; Das, et al., 2010; Jayamaran, et al., 
2012; Sriwilaijaroen & Suzuki, 2012; Thakaramaran , et al., 2012; Guarnaccia , et al., 
2013; Koel, et al., 2013; Sun, et al., 2013; Thakaramaran , et al., 2013; El Moussi, et 
al., 2014; Qi, et al., 2014; Su, et al., 2014). O alto grau de deriva antigênica observado 
no vírus da influenza é um dos principais motivos da recomendação para a constante 
atualização e vacinação contra a gripe sasonal. A variabilidade genômica do virus da 
influenza tem sido largamente estudada ao longo dos anos, mas a variabilidade 
genômica do hospedeiro se mantém parcamente documentada, ainda que tenha um 
papel fundamental na resposta imune à infecção por influenza (Wijburg, et al., 1997; 
Matrosovich & Klenk, 2003; Schmitz, et al., 2005; Jayasekera, et al., 2007; Koyama, 
et al., 2007; Throsby, et al., 2008; Ichinohe, et al., 2009; Sabbah, et al., 2009; Kreijitz, 
et al., 2011; Zhou, et al., 2012; Henn, et al., 2013; Hertz, et al., 2013; Lin & Brass, 
2013) e o desenvolvimento da infecção. O objetivo deste capítulo é, portanto, explorar 
a variabilidade genômica de genes do hospedeiro (o homem, no caso) que mediam a 
interação patógeno-hospedeiro. Para tal, desenvolveu-se uma abordagem genômica, 
focada em descrever a variabilidade genética no âmbito global das populações 
humanas existentes nos dados disponibilizados pelo projeto 1000 Genomes (Clarke, 
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et al., 2012; (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015a), com o intuito de 
quantificar a variabilidade existente e o nível de conservação dos genes envolvidos 
nessa interação. Também tentou-se predizer se as variantes encontradas nas grandes 
populações afetam a especificidade da ligação entre as proteínas virais hemaglutinina 
(HA) e neuraminidase (NA) e a respectiva resposta imune a essas proteínas. 
Genes relacionados à entrada do vírus na célula do hospedeiro são, 
principalmente, responsáveis pela produção e montagem dos ácidos siálicos Neu5Ac-
α2,6-Galβ1,4-GlcNAc (humano) e Neu5Ac-α2,3-Galβ1,4-GlcNAc (aviário) na 
membrana celular eucariótica. Tanto os receptores humanos quanto os aviários se 
ligam às proteínas NA e HA do vírus da influenza A durante o processo de infecção. 
A composição de ácidos siálicos na membrana celular do hospedeiro e as 
modificações nos sítios de ligação à NA e à HA influenciam o sucesso da infecção por 
Influenza A. 
 
II.2. A ligação do vírus à célula 
 
O vírus da influenza humano se liga à célula do hospedeiro por meio da 
interação com o ácido siálico Neu5Ac-α2,6-Galβ1,4-GlcNAc (Sia2,6, daqui para a 
frente), uma modificação de glicanos muito abundante em humanos, especialmente 
nas células epiteliais do trato respiratório superior (Skehel & Wiley, 2000). Além disso, 
o muco que protege as vias aéreas superiores também são igualmente ricos em 
Neu5Ac-α2,3-Galβ1,4-GlcNAc (Sia2,3, daqui para frente), o tipo de receptor 
reconhecido pelo vírus da gripe aviária (Cone, 2009; Cohen, et al., 2013). Os dois 
tipos de sialilglicanos estão presentes em diferentes proporções em diferentes regiões 
do trato respiratório humano, e são essenciais para o sucesso da infecção pelo vírus 
da Influenza A (Shynia, et al., 2006; Nicholls, et al., 2007). 
Sialiltransferases são o grupo de enzimas responsáveis pela adição da 
porção Neu5Ac (Sia, daqui pra frente) aos glicanos (Cohen & Varki, 2010). Vinte genes 
que codificam sialiltransferases já foram descritos no genoma humano (Harduin-
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Lepers, et al., 2005). Tanto sialiltransferases do tipo α2,3 (ST3GAL1 a 6) quanto do 
tipo α2,6 (ST6GAL1 e 2) são responsáveis pela sialilação dos glicanos que ficam 
ancorados à membrana plasmática e dos que são excretados para o muco. Alguns 
desses genes são expressos em apenas em tecidos específicos, e diferentes 
sialiltransferases adicionam o Sia a diferentes substratos. Por exemplo, a 
sialiltransferase codificada pelo gene ST6GAL1 adiciona a porção Sia na posição α2,6 
a glicanos do tipo II (Galβ1,4GlcNAc) ligados pela porção amino (N-ligados), e, raras 
vezes, também a glicoproteínas ligadas pela porção ácido (O-ligados). Em contraste, 
ST6GAL2, que é expresso apenas no cérebro e em tecido fetal, adiciona o Sia na 
posição α2,6 a oligossacarídeos, mas não a proteínas (Glaser, et al., 2007). Como 
nos interessa apenas sialiltransferases que sejam expressos no tecido epitelial 
respiratório (já que a forma de infecção do influenza em humanos se dá por essa via), 
selecionamos os genes ST6GAL1, ST3GAL1, ST3GAL2, ST3GAL4 e ST3GAL5 como 
relevantes para este trabalho (Kitagawa & Paulson, 1994; Harduin-Lepers, et al., 2001; 
Glaser, et al., 2007). 
Para analisar os mecanismos e mutações que podem conferir imunidade 
celular completa ao vírus da influenza, Carette e colaboradores (2009) desenvolveram 
ensaios de mutagênese insercional em linhagens celulares humanas haplóides 
(exceto para o cromossomo 8). Eles mostraram que três inserções independentes no 
gene SLC35A2, e duas inserções independentes no gene CMAS, estão associadas 
com a imunidade celular completa ao vírus da Influenza. O gene CMAS codifica a 
enzima que liga o Sia a um resíduo de cistidina-monofosfato. As sialiltransferases não 
podem transferir o Sia para um aceptor a não ser que este esteja ligado a uma cistidina 
monofosfato, uma vez que Sia livres no citoplasma não podem ser transportados para 
a membrana do Complexo de Golgi, onde a transferência ocorre (Fleischer, 1998; 
Münster, et al., 1998). O gene SLC35A2 codifica um transportador de solutos da 
família 35, do tipo A2. Esse transportador é, justamente, responsável pelo transporte 
do CMP-Neu5Ac (Sia ligado à cistidina monofosfato) do citoplasma para o Complexo 
de Golgi. 
Os receptores glicanos são extremamente importantes para sinalização e 
adesão celular, e, portanto, apresental papel crucial para a manutenção do ciclo 
celular. Considerando o papel fundamental desses receptores para a adesão e 
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entrada do vírus na célula epitelial, decidiu-se investigar se a falta desses receptores 
ou defeitos na sua expressão estão associadas a patologias conhecidas. De fato, o 
mal funcionamento do gene SLC35A2 resulta em uma doença extremamente severa: 
defeito de glicosilação do tipo IIm (Ng, et al., 2013). Distúrbios causados pela 
expressão deficiente de SLC32A5 são muito severos e incluem atrasos de 
desenvolvimento, hipotonia, anomalias oculares, má formação cerebral associada a 
perfis anormais de transferrina, convulsões, funcionamento anormal do cérebro 
(hipsarritimia), deficiência nutricional, microcefalia, infecções recorrentes, 
dismorfismo, membros encurtados e defeitos de coagulação (Ng, et al., 2013). Todos 
os indivíduos estudados por Ng e colaboradores apresentaram proporções muito 
baixas de sialilglicanos. O profundo quadro fenotípico e curta expectativa de vida 
desse pacientes sugere que defeitos no SLC35A2 e/ou CMAS são incompatíveis com 
a vida. Portanto, conclui-se que o vírus da influenza se liga a um receptor essencial e 
obrigatoriamente presente nas células de indivíduos saudáveis. 
Examinou-se a variabilidade dos genes responsáveis pela produção e 
montagem dos sialilglicanos, buscando evidenciar se são genes mais conservados, a 
partir da busca de variantes descritas no 1000 Genomes ENSEMBL Browser durante 
a fase piloto do projeto (The 1000 Genomes Project Consortium, 2010).  O tamanho 
dos genes varitou de 8,8Kb (SLC35A2) até 148Kb (ST6GAL1), tendo o último 
mostrado 0,5 variantes/Kb, enquanto o primeiro mostrou 7.2 variantes/Kb. A maior 
parte das variantes encontradas em todos os genes estudados foram mutações em 
regiões intrônicas dos genes (22 a 66,7% das variantes descritas), exceto para o gene 
ST6GAL1, para o qual 72% das variantes estavam localizadas na região 3’UTR 







Tabela II. 1 Lista de variantes para sete genes envolvidos na ligação do vírus da influenza à célula 
(dados retirados do banco de dados do 1000 Genomes Project). 
Tipo de variante* CMAS SCL35A2 ST3GAL1 ST3GAL2 ST3GAL4 ST3GAL5 ST6GAL1 Total 
Codante com frameshift 0 4 0 2 4 0 0 10 
Codante não-sinônima 3 14 4 2 7 11 0 41 
Sítio de splice 3 0 4 2 8 5 1 23 
Codante sinônima 1 2 10 2 17 0 9 41 
Intrônica 20 30 27 24 67 83 7 258 
5'UTR 1 1 21 17 1 6 2 49 
3'UTR 2 10 12 32 6 82 54 198 
Upstream 1 0 0 1 3 5 0 10 
Downstream 2 2 10 2 1 4 2 23 
Total de variantes 33 63 88 84 114 196 75 653 
*As variantes genéticas descritas na fase piloto do 1000 Genomes Project são: codante com frameshift (alteração do quadro de leitura); coding não-sinônima 
(alteração de um nucleotídeo na sequência codante que altera um aminoácido no peptídeo resultante; sítio de splice – 1 a 3 pb dentro de um íntron ou de um 
exon; codante sinônima (alteração na sequência nucleotídica que não altera o aminoácido no peptideo); intrônica (mutação em um íntron); 5’UTR e 3’UTR 
mutação na região 5’ ou 3’ não traduzidas do gene; Upstream (mutação num invervalo de 5kb antes da região 5’ de um transcrito; Downstream (mutação num 
intervalo de 5kb à frente da região 3’ de um transcrito. 
 
O gene SLC35A2 apresentou tanto mutações não-sinônimas quanto de 
mudança de quadro de leitura (frameshift mutations), que potencialmente poderiam 
alterar a estrutura e a função da proteína produzida. Interessante, porém, que este foi 
o único gene para o qual o mau funcionamento está associado a patologia severa e 
consequente morte precoce do indivíduo e que a ausência de uma cópia funcional 
leva a defeitos incompatíveis com a vida (Ng, et al., 2013). Não obstante, 
considerando a importância do transporte de CMP-Neu5Ac do citoplasma ao 
Complexo de Golgi, alguns estudos revelaram que o produto do gene SLC35A3 (que 
é um transportador de UDP-Gal/UDP-GlcNAc) pode auxiliar o transporte dessa 
molécula se SLC35A2 não está funcionando corretamente (Olczak, et al., 2013). 
Nenhuma das duas inserções no gene CMAS ou das três inserções no gene SLC35A2 
descritas por Carette e colaboradores (2009) foram encontradas na busca por 
mutações conhecidas no banco de dados do 1000 Genomes Project. 
Vários outros estudos relataram alterações na afinidade de ligação da 
molécula HA ao ácido siálico do hospedeiro que estão relacionadas a mudanças na 
estrutura da própria HA, levando a uma alteração conformacional no sítio de ligação 
da proteína (Ohuchi, et al., 1997; Matrosovich, et al., 2000; Hatta, et al., 2001; 
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Gambaryan, et al., 2006; Bateman, et al., 2008; Tria, et al., 2013). A ligação entre a 
HA do vírus da influenza A ao sialilglicano (tanto α2,3 quanto α2,6) é bastante fraca 
(Kdiss>10-4M). Como resultado, o sucesso de entrada do vírus na célula hospedeira é 
facilitado quando várias HAs se ligam a vários sialilglicanos ao mesmo tempo, 
estabilizando a aderência do vírus à membrana da célula (Matrosovich & Klenk, 2003). 
Se qualquer uma das variantes encontradas nos genes de produção e montagem dos 
sialilglicanos afetar a disponibilidade ou a quantidade dessa molécula na superfície da 
célula hospedeira, afetará o sucesso da taxa de infecção do vírus da influenza. Nesse 
contexto, é sabido que a topologia e a densidade dos glicanos na membrana celular, 
bem como o tempo de incubação do vírus também estão envolvidos na ligação das 
proteínas aos glicanos (Lewallen, et al., 2009), e que as diferenças de especificidade 
de ligação dos vírus humano e aviário se apóiam não somente no tipo de ligação (se 
é α2,3 ou α2,6), mas também nas diferenças na estrutura dos glicanos que recebem 
a molécula de ácido siálico. Cepas humanas de influenza vírus se ligam a ácidos 
siálicos que apresentam uma forma de guarda-chuvas aberto, que normalmente é 
encontrado em ácidos siálicos ligados na posição α2,6 a longas cadeias de 
oligossacarídeos. Por outro lado, cepas aviárias do vírus influenza se ligam a ácidos 
siálicos ligados nas posições α2,3 ou α2,6 apenas se estiverem ligados a curtas 
cadeias de oligossacarídeos, que exibem uma forma de cone (Chandrasekaran, et al., 
2008). 
A ligação do vírus ao receptor e sua subsequente entrada na célula 
hospedeira (figura II.1) são duas etapas iniciais da interação vírus-hospedeiro, nas 
quais a variabilidade genética humana pode tanto predispor quanto proteger da 
infecção. A forma como o vírus acessa a célula e os numerosos mecanismos do 
hospedeiro que previnem a infecção viral também estão sujeitos às alterações 
genéticas. Um dos genes do hospedeiro que protege contra o vírus da influenza é o 
gene CD55, que codifica um fator de aceleração do decaimento que previne danos 
celulares causados por moléculas do complemento (Osuka, et al., 2007). O gene 
CD55 é expresso em todos os tipos de células, de duas formas: ancorado à membrana 
plasmática (mCD55), especialmente expresso nas células do sangue; e uma forma 
solúvel (sCD55) encontrada nos fluídos corporais (Medof, et al., 1987). Esse fator está 
associado à prevenção de lesões pulmonares, sendo amplamente expresso nesse 
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tipo de tecido (Osuka, et al., 2007). Um SNP na região promotora do gene CD55 
(rs2564978) foi associado com uma forma severa da infecção por influenza A H1N1 
pandêmica de 2009 em chineses e japoneses. O genótipo rs2564978T/T foi altamente 
associado à forma severa da infecção, enquanto que o genótipo rs2564978C/C foi 
associado a uma forma mais branda da infecção por influenza (Zhou, et al., 2012). Ao 
procurar as frequências desse SNP no banco de dados do 1000 Genomes Project, 
encontrou-se que o alelo rs2564978T é muito frequente nas populações chinesas 
(0,54 em chineses de Pequim e 0,63 em chineses Han do sudeste), enquanto que em 
outras populações mundiais as frequências desse alelo variaram de 0,017 (Africanos 
Yoribás de Ibadan) até 0,39 (Japoneses de Tóquio). Ainda que os africanos tenham 
apresentado maiores frequências do alelo protetor, a população africana foi uma das 
que mais sofreu com a epidemia de influenza A H1N1 em 2009, com uma taxa de 
mortalidade relativa de 7,8 mortes/100000 habitantes nos primeiros 12 meses de 
circulação do vírus (Dawood, et al., 2012). A segunda população mais afetada foram 
as populações do sudeste asiático, que apresentaram de 3,3 a 4,4 mortes/100000 
habitantes (respectivamente, mortes por insuficiencia respiratória e mortes por 
insuficiência respiratória + insuficiência cardíaca). Europeus e habitantes do Pacífico 
Oeste apresentaram as menores taxas de mortalidade associada à infecção por 
influenza vírus (1,8 e 1,7 mortes por 100000 habitantes), o que pode estar relacionado 




II.3. As propriedades protetoras do muco contra o 
vírus da influenza A 
 
O muco epitelial é uma barreira dinâmica e semipermeável que permite a 
troca de nutrientes, água, gases, partículas, hormônios e gametas, enquanto é 
impermeável à maior parte das bacterias e de muitos outros patógenos (Cone, 2009). 
Figura II. 1 Ciclo de Vida do Vírus da influenza. Durante o primeiro passo da infecção pelo vírus da influenza, a glicoproteína viral HA se liga a receptores na superfície da célula hospedeira. O vírus entra na célula por meio de endocitose. O baixo pH dos endossomos causa uma alteração na conformação na HA, levando à fusão do vírus ao endossomo e a consequente liberação dos complexos virais de ribeonucleoproteínas (vRNPs) no citoplasma. As vRNPs são transportadas para o núcleo, onde a transcrição do RNAm e a replicação/montagem de novos vRNPs ocorrem. A tradução do RNAm viral acontece tanto no citoplasma quanto no Retículo Endoplasmático (RE). Seguindo as modificações Pós-Traducionais (PTM) de determinadas proteínas virais, os componentes estruturais da partícula viral são transportados para a membrana plasmática junto com novos vRNPs, onde a montagem de novas partículas virais e o brotamento do vírus ocorrem. 
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Ele está presente no trato respiratório, onde recebe o nome de Airway Surface Liquid 
(ASL, ou muco respiratório, em português)  e constitui a primeira barreira inata a 
moléculas exógenas e patógenos (Lillehoj & Kim, 2002). O muco respiratório é 
composto por uma mistura estritamente regulada de água, sais e várias 
macromoléculas, tais como mucinas, proteoglicanos, lipídios e outras proteínas que 
conferem viscosidade e as funções de defesa ao muco. Quando qualquer um desses 
componentes está em falta, ou está presente em concentração subóptima, existe uma 
grande probabilidade de surgimento de doenças, tais como asma, fibrose cística e 
outras síndromes respiratórias (Lillehoj & Kim, 2002). O muco respiratório é rico em 
α2,3 e α2,6-sialilglicanos, tanto na forma livre (secretada) quanto nas membranas das 
células epiteliais e outras células circulantes (Nicholls, et al., 2007). 
Foi sugerido que o principal tipo de molécula presente no muco respiratório 
é o das mucinas, devido à grande concentração delas em sua forma secretada e ao 
grande número de genes que codificam tanto as formas ancoradas quanto secretadas 
de mucinas presentes no genoma humano. Já foram descritos treze genes diferentes 
que produzem tal molécula no nosso genoma, sendo que oito deles são expressos 
largamente no trato respiratório humano – cinco na forma secretada e três na forma 
ancorada (Lillehoj & Kim, 2002). Mucinas são glicoproteínas de grande peso molecular 
que contém um número grande e variável de repetições de aminoácidos em tandem 
(consecutivos) enriquecidos em resíduos de serina, treonina e prolina (Ser, Thr, Pro, 
respectivamente) (Voynow, et al., 1998; Ogasawara, et al., 2007). A presença desses 
resíduos repetitivos de aminoácidos é responsável pela alta glicosilação dessas 
moléculas, e subsequente heterogeneidade de tamanhos e carga eletrônica das 
mucinas (dispersity, sem tradução para o português). A glicosilação se dá entre os 
resíduos Ser/Thr da cadeia principal da proteína e do resíduo N-Acetilgalactosamina 
dos oligossacarídeos, característico de glicoproteínas O-ligadas (Lillehoj & Kim, 2002; 
Rose & Voynow, 2006). 95% de todas as mucinas secretadas são do tipo MUC5, que 
são altamente O-glicosiladas e servem de aceptor tanto para ácido siálico ligado na 
posição α2,3 quanto α2,6 (Lillehoj & Kim, 2002). O ácido siálico adicionado a essas 
mucinas conferem ao mucus suas características lubrificantes e de alta viscosidade 
(Nicholls, et al., 2012). Já MUC2 é uma forma secretada de mucinas que compreende 
cerca de 2,5% das mucinas produzidas no muco respiratório (Kirkham, et al., 2002; 
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Rose & Voynow, 2006), e que apresentam mais de 40% de oligossacarídeos sialilados 
(Karlsson, et al., 1997). Sua expressão é aumentada durante processos inflamatórios 
e de infecção, especialmente por meio de ativação por IL-4 e IL-9 (Lillehoj & Kim, 
2002). O muco respiratório também é rico em outras proteínas de defesa, tais como 
inibidores de proteases, antioxidantes, proteases, proteínas antimicrobianas, IgA e 
citocinas. A alta concentração de IgA no muco é indicativa de início de infecção, 
sugerindo que anticorpos e imunoglobulinas são secretadas no muco para atuar nas 
primeiras fases da infecção (Kreijitz, et al., 2011). 
Algumas proteases são capazes de ativar o vírus da influenza, 
possivelmente sendo responsáveis pela pneumopatogenicidade do vírus (Lillehoj & 
Kim, 2002). Mucinas que têm função antiprotease aparentemente têm a capacidade 
de melhorar o sistema imune do hospedeiro, melhorando o prognóstico da infecção e 
facilitando a eliminação do vírus (Nadziejko & Finkelstein, 1994). Nicholls e 
colaboradores (2007) hipotetizaram que a alta concentração de proteínas sialiladas 
serviriam como uma barreira física para o vírus da influenza, evitando que o vírus se 
ligasse aos ácidos siálicos ancorados às membranas das células epiteliais. A função 
fisiológica dos resceptores de ácidos siálicos presentes nas células epiteliais é 
justamente promover a aderência do muco à superfície dessas, protegendo-as de 
desidratação, micróbios, e radicais livres produzidos ou por agentes exógenos ou pela 
ação de leucócitos (Ogasawara, et al., 2007). Entretanto, as sialoglicoproteínas são 
mediadoras da aderência celular e viscoelasticidade do muco, e servem como 
receptores para a ligação de elementos exógenos, incluindo a hemaglutinina do vírus 
da influenza. 
A linha de defesa do muco respiratório compreende um gel viscoelástico 
de 50µm de espessura que imobilizam vírus e bactérias, que posteriormente são 
eliminados por meio dos batimentos ciliares executados pelas células epiteliais 
ciliadas do trato respiratório. A grande eficiência de defesa do muco provavelmente 
está relacionado à presença das proteínas sialiladas neste, já que mimetizam o 
receptor ao qual o vírus da influenza se liga, fazendo com que o vírus fique preso no 
muco e seja eliminado antes de chegar à célula epitelial (Duez, et al., 2008; Cohen, et 
al., 2013). Cohen e colaboradores (2013) descobriram que quanto maior a 
concentração de ácidos siálicos presentes no muco, menos células epiteliais era 
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infectadas pelo vírus da influenza em ensaios in vitro, especialmente se as culturas 
de célula eram tratadas com fosfato de oseltamivir, um inibidor de neuraminidase (NA). 
No entanto, na ausência do inibidor, as partículas virais conseguiam chegar até as 
células epiteliais, já que a neuraminidase é capaz de liberar o vírus das proteínas do 
muco quebrando a ligação da hemaglutinina ao ácido siálico. A taxa de eliminação 
dos vírions depende da interação entre o muco e os cílios das células epiteliais 
adjacentes. Ainda não é claro o que determina a taxa de eliminação do muco, que 
varia entre as porções proximal e distal do sistema respiratório. Certamente, a eficácia 
da atividade motora dos cílios é o primeiro determinante dessa eliminação, mas a 
quantidade e a viscoelasticidade das mucinas também são variáveis importantes 
(Knowles & Boucher, 2012). 
Além do mais, proteínas com domínios ricos em cistidina (cystidine-rich 
domain, CRD) provalmente interagem com as proteínas virais hemaglutinina e 
neuraminidase, já que essas duas proteínas contém cadeias laterais de 
oligossacarídelos N-ligados. Yang e colaboradores (2011) mostraram que Galectina-
1 pode se ligar ao vírus da influenza e inibir a infecção tanto in vitro quanto em ratos. 
Os autores observaram que a expressão do gene da galectina-1 é aumentada em 
animais durante o curso da infecção de acordo com a carga viral (quanto maior a carga 
viral, mais expresso é o gene). Além disso, ratos que foram infectados com uma cepa 
neurovirulenta de influenza A mostraram maior taxa de sobrevivência quando tratados 
intranasalmente com galectina-1, resultando em uma menor taxa apoptótica e 
inflamatória nos pulmões, corroborando que a galectina-1 é um eficiente inibidor da 
reprodução viral e reduz os sintomas da infecção. 
 
II.4. Dentro da célula hospedeira: resposta imune 
inata à infecção pelo vírus da influenza A 
 
O sistema imune inato é a primeira linha de defesa do organismo contra 
uma infecção viral (figura II.2). Durante esta fase, as células epiteliais do hospedeiro 
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conseguem reconhecer novas infecções por influenza a partir de receptores de 
reconhecimento de padrões (pattern-recognition receptors, PRRs). Os PRRs 
reconhecem padrões moleculares associados a patógenos (pathogen-associated 
molecular patterns, PAMPs) que são expressos durante a replicação do vírus, no 
interior da célula (Hale, et al., 2010). O principal PAMP do vírus da influenza é um 
RNA viral que contém um grupo trifosfato na região 5’ (PPP-RNA), uma assinatura 
molecular que distingue RNA exógeno do RNA autoctone (Abbas, et al., 2013). Os 
receptores capazes de detectar o RNA viral são: receptores Toll-like (TLRs), 
receptores RIG-I-like (RLRs), receptores NOD-like (NLRs) (Pang & Iwasaki, 2011) e 
proteínas com repetições de tetratricopeptídeos induzidas por interferons (IFITs, 
Abbas, et al., 2013). 
 
Figura II. 2 Escape da resposta adaptativa. Durante a infecção pelo vírus da influenza, o RNA viral é detectado e várias vias são ativadas. Isso resulta na produção de interferons tipo-I, citocinas pró-inflamatórias e indução de um estado antiviral da célula. As proteínas do vírus influenza interagem com essa cascata. NS1 se liga ao RNA viral para mascaras a detecção por PRRs. Ela bloqueia a ativação de RIG-I se ligando a TRIM25 e PKR, inibindo sua fosforilação, que ocorre quando PKR se liga ao RNA 
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viral. NP interage com o complexo P58IPK/hsp40, que então libera P58IPK e inibe a fosforilação de PKR. M2, por outro lado, restaura o complexo P58IPK/hsp40, inibindo a síntese proteica e induz a célula à apoptose, facilitando a liberação de partículas virais. PB1-F2 se liga à proteína sinalizadora antiviral mitocondrial (MAVS), inibindo essa proteína e a produção de interferon tipo-I. PB2 também se liga a MAVS e inibe sua função. Além disso, PB2 se liga ao estimulador de promotor interferon 1 (IPS-1), resultando na inativação do promotor que levaria à produção de interferon tipo-I. Setas pontilhadas representam vias e linhas sólidas e setas representam interações diretas. 
 
A função desses receptores é iniciar a expressão de citocinas pró-
inflamatórias e interferons do tipo I, IFN-α e IFN-β, responsáveis por inibir a síntese 
de proteínas na célula hospedeira, limitando a replicação viral (Heil, et al., 2004; Lund, 
et al., 2004). Além disso, esses receptores também estimulam células dendríticas a 
aumentar a apresentação de antígenos CD4+ e CD8+, consequentemente 
aumentando a resposta imune adaptativa (Kreijitz, et al., 2011). A resposta imune 
inata celular é feita principalmente pelas células dendríticas e pelos macrófagos. No 
entanto, os macrófagos alveolares exercem papéis aparentemente contraditórios 
após sua ativação nos pulmões. Por um lado, eles fagocitam células que estejam 
infectadas pelo vírus da influenza, limitando a dispersão dos vírus no organismo 
(Tumpey, et al., 2005; Kim, et al., 2008); por outro lado, eles produzem óxido nítrico 
sintase 2 (NOS2) e fator de necrose tumoral alfa (TNFα), contribuindo com a 
sintomatologia induzida pela infecção por influenza vírus (Jayasekera, et al., 2007; 
Lin, et al., 2008). Esses efeitos contraditórios claramente evidenciam o delicado 
equilíbrio que existe na regulação e atuação do sistema imune. Outra função dos 
macrófagos alveolares é o de regular a resposta imune, especialmente influenciando 
o desenvolvimento da imunidade mediada por células-T antígeno-específicas 
(Wijburg, et al., 1997). Cabe ressaltar que, embora macrófagos alveolares produzam 
apenas baixas quantidades de citocinas pró-inflamatórias (van Riel, et al., 2011), 
macrófagos derivados da corrente sanguínea produzem altas quantidades dessas 






II.4.1. Receptores Toll-Like (TLRs) 
 
Receptores Toll-like são uma família altamente conservada de 
glicoproteínas reconhecedoras de padrão que desempenham papel fundamental no 
reconhecimento de vírus  pelo sistema imune inato (figura II.2). TLRs contém um 
domínio N-terminal ligante a PAMP, extracelular, rico em repetições de leucinas 
(leucine-rich repeats, LRRs), que está ligado a um domínio intracelular C-terminal com 
função sinalizadora, chamado de homologia Toll/IL-1R (TIR). O domínio TIR recebe 
esse nome pela sua similaridade ao receptor da interleucina 1 (IL-1R) que media 
cascatas sinalizadoras após sua ativação (Jensen & Thomsen, 2012). A ativação de 
TLR inicia uma cascata de sinalização  que envolve proteínas adaptadoras, proteínas 
quinases e fatores de transcrição efetores, culminando na produção de interferons do 
tipo I (IFN-β). Esses processos induzem a célula hospedeira a entrar num estado 
antiviral, equipando-a com uma importante primeira linha de defesa contra esses 
patógenos. Outras citocinas pró-inflamatórias induzidas por receptores TLR, tais como 
o fator de necrose tumoral e a interleucina 6, também são importantes para o delicado 
equilíbrio entre a resposta imune eficiente e a imunopatologia.  
Já foram descritos dez tipos diferentes de TLRs em humanos (TLR1-10). 
Dentre eles, os TLR3, 7, 8 e 10 são reconhecidamente capazes de reconhecer 
infecções por influenza vírus (Koyama, et al., 2007; Le Goffic, et al., 2007; Lee, et al., 
2014). TLR7 e TLR8 são os receptores com maior similaridade de sequência, e são 
responsáveis pela detecção de oligonucleotídeos de RNA fita simples (ssRNA) que 
contenham sequências ricas em repetições de guanosina ou uridina. TLR7 é 
preferencialmente expresso em endossomos de células dendríticas plamocitóides 
(pDCs) e células B, enquanto que TLR8 é preferencialmente expresso em células 
dentríticas mielóides e monócitos. Quando estimulados, TLR7 e TLR8 recrutam um 
adaptador que contém um motivo TIR chamado Gene 88 de Resposta a Diferenciação 
Mielóide Primária (MYeloid Differentiation primary response gene 88, MyD88) para 
que este interaja com o motivo TIR do receptor TLR, que fica voltado para o citoplasma 
(Medzhitov, et al., 1998). Essa cascata de sinalização leva à ativação dos complexos 
NF-κB/AP-1 ou NF-κB/PA-1/IRF7, que resultam na transcrição de citocinas pró-
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inflamatórias e IFN-α, respectivamente. TLR3 fica localizado dentro do compartimento 
intracelular de macrófagos, linfócitos B e células dendríticas, e também na superfície 
da membrana de células NK (Natural Killer), epiteliais e fibroblastos. Esse recptor 
reconhece RNA viral de dupla fita (dsRNA) presente em alguna vírus, levando à 
expressão do complexo NF-κB/AP-1/IRF3 e aumento da expressão de IFN-β (Jensen 
& Thomsen, 2012). Estudos recentes evidenciaram que há um aumento na expressão 
de TLR10 durante a infecção pelo vírus dainfluenza H5N1, especialmente em 
macrófagos. Os dados gerados em tal estudo sugerem que TLR10 é capaz de 
aumentar a expressão de IL-8 induzida por vRNP (Lee, et al., 2014). 
 
II.4.2. Receptores RIG-I-like (RLRs) 
 
Os receptores RIG-I-like são proteínas citosólicas que reconhecem RNA 
viral e são expressos na maioria dos tipos celulares humanos (figura II.2). Eles contém 
uma estrutura central conservada, caracterizada por um domínio central de helicase 
DExD/H-box e um domínio C-terminal (CTD) ligante a ssRNA/dsRNA que, quando 
livre, funciona como um repressor de domínio (RD) (Gack, 2014). Três RLRs estão 
diretamente implicados no reconhecimento viral: o produto do gene I induzido por 
ácido retinóico (Retinoic-acid Inducible Gene I – RIG-I – codificado pelo gene DDX58); 
o laboratório de genética e fisiologia 2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2 – 
LGP2 – codificado pelo gene DHX58); e o antígeno 5 associado à difereciação de 
melanoma (Melanoma-Differentiation-Associated antigen 5 – MDA5 – codificado pelo 
gene MDA5). RIG-I e MDA5 contém dois domínios N-terminais de recrutamento e 
ativação de caspase (Caspase Activation and Recruitment Domain, CARD) que, 
quando da detecção do vírus, iniciam uma cascata de sinalização que culmina em 
expressão de genes de IFN-I. Em contraste, o LGP2 não tem o domínio CARD, mas 
exerce função regulatória da sinalização mediada por RLR, ainda que não se conheça 
exatamente o mecanismo (Kato, et al., 2006). RIG-I e LGP2 são importantes para o 
reconhecimento do vírus da influenza, mas MDA5 também é capaz de reconhecer 
RNA de outros patógenos também (Jensen & Thomsen, 2012). Estudos recentes 
mostraram que a atividade de RIG-I é estritamente regulada por modificações pós-
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traducionais; em particular, a desfosforilação dos domínios CTD (Thr770, Ser854/855) 
e CARD (Ser8, Thr170) e subsequente poliubiquitinação das lisinas Lys63 e Lys172. 
Os CARDs ligados a ubiquitinas facilitam a oligomerização de RIG-I e sua ligação à 
MAVS, induzindo a sinalização antiviral (Gack, 2014). 
 
II.4.3. Receptores NOD-like (NLRs) 
 
Receptores que contém domínio de oligomerização de ligação a 
nucleotídeos (Nucleotide-binding Oligomerization Domain, NOD) são proteínas 
citosólicas envolvidas na regulação de respostas inflamatórias e apoptóticas, em 
particular durante respostas antivirais (figura II.2). Receptores NLR contém uma 
região C-terminal rica em repetições de leucina (leucine-rich repeats, LRRs), que é 
considerada a região capaz de detectar RNAs. Uma região central NACHT media a 
oligomerização e ativação do receptos, enquanto que a região N-terminal é 
responsável pela ligação à proteína efetora, normalmente um domínio CARD ou pirina 
(pyrin domain, PYD) que inicia a cascata de sinalização (Fritz, et al., 2006). Dos vários 
receptores NLRs atuantes no organismo humano, NLRC2 (ou NOD2) e NLRP3 estão 
diretamente envolvidos na detecção do RNA de vírus da influenza. 
NLRC2, que contém dois domínios CARD na região N-terminal (Ogura, et 
al., 2001), recentemente foi implicado no reconhecimento de ssRNA pertencentes a 
RSV, vírus da parainfluenza e vírus da influenza A. Quando do reconhecimento do 
ssRNA viral, NLRC2 se associa à proteína MAVS (codificada pelo gene VISA) através 
de uma interação dependente de LRR e do domínio de ligação a nucleotídeo 
(nucleotide-binding domain, NBD). Essa interação inicia a cascata de sinalização 
dependente de MAVS (similar ao mecanismo utilizado pelos RLRs já descrito), 
culminando na expressão de de interferons do tipo I e citocinas pró-inflamatórias. 
Diferente do mecanismo dos RLRs, contudo, a interação NLRC2-MAVS não envolve 
a ligação de domínios CARD-CARD (Sabbah, et al., 2009). NLRP3 contém um 
domínio pirina  (PYD) que pode interagir com o domínio PYD da proteína ASC 
(apoptosis-associated speck-like protein), que também contém um domínio CARD. 
NLRP3 se oligomeriza e recruta ASC e uma procaspase-1 para formar um 
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infamassomo. Esse inflamassomo ativa uma caspase-1, que subsequentemente 
media a conversão de pro-IL-1beta e pro-IL-18 em proteínas funcionais. Essa ativação 
também ocorre no caso de infecções por adenovírus (vírus de DNA), Sendai virus 
(ssRNA) e vírus da influenza A (Allen, et al., 2009; Ichinohe, et al., 2009). 
 
 
II.4.4. Interferon-induced proteins with tetratricopeptide repeats (IFITs) 
 
IFITs são proteínas efetoras do sistema imune inato que parecem conferir 
defesa contra vírus por meio da interrupção de interações proteína-proteína na 
maquinaria de iniciação da tradução do hospedeiro. Porém, IFITs são capazes de 
diretamente reconhecer o RNA viral que contenha um trifosfato na região 5’ (5’-PPP-
RNA). IFIT1, e IFIT5 em particular, são capazes de se ligar ativa e seletivamente a 5’-
PPP-RNAs livres no citoplasma da célula (Pilchmair, et al., 2011). 
 
 
II.4.5. Escape viral da imunidade inata 
 
Dois processos evolutivos estão envolvidos na evolução viral e na evasão 
do sistema imune inato do hospedeiro: a deriva antigênica sofrida pelo vírus da 
influenza e a alta pressão seletiva exercida pela resposta imune humana (figura II.2). 
Esses mecanismos de escape envolvem interações entre as proteínas efetoras virais 
e alguns receptores humanos. A proteína viral NS1 é capaz de se ligar ao RNA do 
vírus, ocupando a região de interação do RNA com os receptores TLRs, evitando que 
a cascata de sinalização seja iniciada e que IFN-I seja produzido (García-Sastre, 
2004; Guo, et al., 2007). Essas proteínas virais também são capazes de inibir a ligação 
entre RIG-I e TRIM25 (tripartite-motif-containing protein 25) e a ativação de uma 
proteína quinase detectora de ssRNA (PKR, codificada pelo gene EIF2AK2) (Tan & 
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Katze, 1998; García-Sastre, 2004; Gack, 2014). Somando a isso, a nucleoproteína e 
a proteína M2 de canal iônico do vírus da influenza podem se ligar e inibir a proteína 
P58IPK e o complexo P58IPK/hsp40, respectivamente. Esses dois últimos são efetores 
do hospedeiro que têm função crucial na regulagem da atividade de PKR, e a 
inativação desses dois resulta em inibição da síntese proteica, indução de apoptose 
celular e liberação de partículas virais recém-montadas (Guan, et al., 2010). 
A tabela II.2 mostra a variabilidade dos genes do hospedeiro que estão 
envolvidos nos mecanismos de escape viral. O gene EIF2AK2 é o mais variável dos 
quatro genes mais importantes para o mecanismo de detecção do vírus. Como era de 
se esperar, a maioria das variantes observadas estão localizadas nas regiões não-
codificantes. Das variantes em região codificadora, a maior parte das mutações é do 
tipo mutação de nucleotídeo único (houve tanto mutações sinônimas quanto não-
sinônimas). 
 
Tabela II. 2 Genes do hospedeiro envolvidos nos mecanismos de escape viral. DNAJC3 (codifica o inibidor P58IPK); EIFAK2 (codifica PKR); TRIM25 (codifica a proteína que contém um motivo-tripartido); VISA (codifica a proteína MAVS); (dados retirados do banco de dados do 1000 Genomes Project). 
Tipo de variante* DNAJC3 EIF2AK2 TRIM25 VISA Total 
Codante com frameshift 0 0 0 0 0 
Codante não-sinônima 2 15 4 16 37 
Sítio de splice 0 8 0 4 12 
Codante sinônima 5 16 3 6 30 
Intrônica 29 177 9 49 264 
5'UTR 2 24 1 0 27 
3'UTR 3 67 24 15 109 
Upstream 2 5 0 0 7 
Downstream 3 3 0 0 6 
Outras* 0 2 0 0 2 
Total de variantes 46 317 41 90 494 





II.4.6. Mutações relacionadas à infecção pelo vírus da influenza 
 
Ainda que a variabilidade dos genes envolvidos na resposta imune inata 
possa ter um impacto importante no desenvolvimento da infecção, o entendimento de 
quanto essa variabilidade se correlaciona com a susceptibilidade a doenças 
infecciosas é muito limitado e, geralmente, não é suportado por abordagens 
experimentais. 
Uma mutação com troca de sentido (não-sinônima, F303S) no gene TLR3 
foi associada a uma condição neurológica severa e resultante da infecção por 
influenza (Esposito, et al., 2012), chamada encefalopatia associada a influenza 
(influenza-associated encephalopathy, IAE). O receptor TLR com a mutação F303S 
se mostrou menos eficiente na ativação do fator de transcrição NF-κB, bem como em 
iniciar a cascata de sinalização através do receptor IFN-B. Nesse mesmo estudo, 
Esposito e colaboradores (2012) identificaram uma segunda mutação, um 
polimorfismo de nucleotídeo único rs5743313 (Single Nucleotide Polymorphism, 
SNP), ao estudar 51 crianças com diagnóstico confirmado de infecção por H1N1. O 
genótipo rs5743313C/T foi encontrado em 18/18 crianças que tiveram pneumonia 
aguda causada por influenza, mas significativamente menos frequente nas crianças 
que não tinham complicações pulmonares (p<0,0001), corroborando a associação 
entre o receptor TLR e a patogenicidade da infecção por influenza. Ao buscar essas 
variantes no banco de dados do 1000 Genomes Browser, percebeu-se que nenhuma 
dos indivíduos sequenciados pelo projeto piloto carregavam a mutação F303S. Pela 
natureza deste estudo, inclusive, não foi possível acessar se os indivíduos do banco 
de dados que carregam o genótipo rs5743313C/T sofreram pneumonia aguda ou 
sequer foram, algum dia, infectados pelo vírus da influenza A. Por outro lado, foi 
possível verificar que as frequências dos alelos C e T são similares em todas as 
populações sequenciadas pelo 1000 Genomes Project, tendo o alelo C uma 
frequência média de 0,8, sugerindo que cerca de 32% dos indivíduos constantes no 
banco de dados possam ser portadores do genótipo rs5743313C/T (assumindo, claro, 
que todas as populações estejam em equilíbrio de Hardy-Weinberg para esse SNP). 
Mesmo assim, quatro das populações do 1000 Genomes se encontraram fora dessa 
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faixa de frequência para o alelo C: Britânicos (GBR, C=0,76 C/T=36%), Ibéricos (IBS, 
C=0,67 C/T=44%), Porto Riquenhos (PUR, C=0,71 C/T=41%), Toscanos (TSI, C=0,69 
C/T=43%); o que indica que essas populações podem ser mais suscetíveis a 
manifestações severas da infecção por influenza, já que a possibilidade de genótipos 
heterozigotos aumenta quanto mais próximas forem as frequências de C e T. A 
população japonesa (JPT, C=0,978 C/T=4,3%) apresentou a maior frequencia do alelo 
C, indicando que possivelmente apenas 4% da população deva ser suscetível a 
complicações pulmonares causadas pela Influenza. 
Em um estudo caso-controle de associação com 91 pacientes com 
diagnóstico confirmado de pneumonia induzida por influenza, quatro outros SNPs 
foram identificados em genes que a priori não estariam diretamente envolvidos na 
infecção por influenza (Mänz, et al., 2013). O primeiro desses SNPs está localizado 
no gene da proteína interatuante na proteína de replicação A (Replication Protein A 
Interacting proteiN, RPAIN). RPAIN é uma proteína que facilita a localização da 
proteína RPA no núcleo, e esta tem papel fundamental na manutenção da 
homeostase e da integridade do DNA. O segundo SNP foi encontrado no gene do 
componente 1 do complemento, que codifica uma proteína que se liga a um 
subcomplemento (C1QBP), que tem por função inibir a ativação do sistema 
complemento, interrompendo a resposta imune. O terceiro SNP foi encontrado no 
gene que codifica um receptor de membrana que tem pouca afinidade a anticorpos 
IgG, chamado CD32 (ou FCGR2A). Esse receptor é encontrado na superfície de 
células fagocitadoras, como macrófagos e neutrófilos que estão envolvidos no 
processo de fagocitose e eliminação de complexos imunológicos. O último SNP está 
localizado numa região possivelmente intergênica do cromossomo 3. Uma vez que 
dois desses SNPs estão envolvidos ou na eliminação de complexos imunes 
(FCGR2A) ou na inativação do sistema complemento (C1QBP), é razoável hipotetizar 
que uma manifestação severa da infecção por influenza pode ser resultado de 
variações da resposta imune do hospedeiro. 
Liu e colaboradores (2013) evidenciaram uma associação direta entre os 
polimorfismos rs17561 no gene IL1A e rs1143627 no gene IL1B e uma suceptibilidade 
aumentada à infecção por influenza A H1N1. As interleucinas IL1A e IL1B são muito 
importantes no combate a infecções, já que ambas induzem a expressão de uma 
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variedade de mediadores inflamatórios que são capazes de iniciar cascatas de 
respostas inflamatórias e a ativação de células T (Acosta-Rodriguez, et al., 2007). 
IL1B foi implicado na mediação de inflamação pulmonar aguda, que é uma das 
principais causas de morte associadas à infecção por influenza A; enquanto que a 
secreção de IL1A é regulada pelo inflamassomo NLRP3 (Schmitz, et al., 2005; 
Dawood, et al., 2012; Gross, et al., 2012). A variante rs17561T no gene IL1A está 
presente em baixas frequências no banco de sequências do 1000 Genomes Project. 
Essas frequências variam de 0,06 em Chineses Han a um máximo de 0,35 em 
Britânicos. As populações europeias mostraram as maiores frequências para essa 
variante, que está associada a um aumento na susceptibilidade à infecção pelo vírus 
da influenza A H1N1. Já o SNP rs1143627C no gene IL1B é muito frequente em todas 
as populações do 1000 Genomes Project, particularmente nas populações Mexicana, 
Porto Riquenha, Queniana e Nigeriana, variando de 0,52 em Mexicanos até 0,75 em 
Quenianos. Nas outras populações, as frequencias desse alelo se mantém 
relativamente altas, variando de 0,21 em Ibéricos até 0,48 em Americanos de 
ascendência Africana. Se, de fato, esse alelo confere um aumento na susceptibilidade 
à infecção pelo vírus da influenza, então essas altas frequências podem explicar o 
rápido desenvolvimento da gripe em uma pandemia e a inflamação respiratória aguda 
observada nas populações humanas com respeito à pandemia de H1N1/2009. 
Os mecanismos de reconhecimento de RNA viral e de padrões específicos 
de sequências são muito importantes nas fases iniciais da infecção por influenza. 
Mutações nos genes que produzem as proteínas atuantes nesses dois processos 
podem interferir na eficiência desses reconhecimentos, levando a uma falha da 
resposta imune e um sucesso da infecção. Deste modo, é impressionante a 
baixíssima quantidade de mutações encontradas nesses genes, como pode ser 
observado na Tabela II.3. A maior parte da variação encontrada está localizada nas 
regiões intrônicas dos genes, que podem não influenciar a expressão ou a função 
desses genes. Isso não é verdade para os genes TLR, entretanto, já que encontramos 
uma grande quantidade de mutações sinônimas e não-sinônimas predominantemente 
em regiões codificadoras, que devem refletir um aumento na variedade de padrões 
reconhecidos por esses receptores, possivelmente como resultado a pressão seletiva 




Tabela II. 3 Lista das variantes encontradas nos genes envolvidos na resposta imune inata à infecção pelo vírus da influenza (dados retirados do banco de dados do 1000 Genomes Project). 
Tipo de variante DDX58 DHX58 NLRP3 NOD2 IFIT1 IFIT5 TLR3 TLR7 TLR8 TLR10 Total 
Codante com frameshift 3 1 0 2 1 0 1 1 0 2 11 
Codante não-sinônima 30 8 42 28 5 5 10 11 10 34 183 
Sítio de splice 3 3 3 0 0 1 1 0 2 0 13 
Codante sinônima 24 1 54 13 6 2 10 6 33 22 171 
Intrônica 124 22 234 16 0 2 10 1 0 12 421 
5'UTR 12 2 40 3 1 0 4 0 1 8 71 
3'UTR 43 0 55 10 1 26 1 13 27 12 188 
Upstream 1 0 3 1 6 1 1 0 4 6 23 
Downstream 5 0 5 0 3 1 1 0 2 8 25 
Outras* 1 0 0 0 0 0 1 1 0 4 7 
Total de variantes 246 37 436 73 23 38 40 33 79 108 1113 
*Sítio de Splice Essencial (DDX58); ganho de parada (TLR3,TLR7,TLR10). Para descrição dos tipos de variante, ver tabela II.1. 
 
 
II.5. Espalhando a infecção: a resposta imune 
adaptativa do hospedeiro ao vírus da influenza A 
 
A fase de resposta imune adaptativa ao vírus da influenza é crucial caso o 
vírus seja capaz de infectar as células epiteliais do trato respiratório, e pode ser 
dividida em duas etapas: a resposta imune adaptativa humoral e a resposta imune 
adaptativa celular (figura II.3). A resposta imune humoral é caracterizada pela 
degradação de proteínas virais em peptídeos menores, que posteriormente serão 
apresentados na superfície de células apresentadoras de antígeno (Antigen 
Presenting Cell, APC) em complexos proteicos de proteínas da classe II do HLA 
(Human Leukocyte Antigen). O complexo HLA de classe II-epítopo que fica na 
superfície das APCs interagem com o receptor CD4+ das células T, que, por sua vez, 
ativam a expressão de anticorpos específicos contra as moléculas virais. Em contraste 
com a resposta humoral, a resposta celular resulta na ativação de células T CD8+ não 
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diferenciadas, diferenciando-as em linfócitos T citotóxicos (Cytotoxic T Lymphocytes, 
CTLs). Imunoproteassomos presentes no citoplasma das células hospedeiras 
degradam as proteínas virais, e os pepetídeos resultantes dessa degradação são 
transportadas até o retículo endoplasmático via um transportador de antígenos em 
processamento (Transporter of Antigen Processing, TAP), onde são acoplados às 
moléculas de HLA classe I. O complexo HLA-I-epítopo é então transportado para o 
Complexo de Golgi e dali para a membrana celular, onde serão reocnhecidos por 
CTLs antivirais (Guermonprez, et al., 2002). Através desse reconhecimento, as CTLs 
são capazes de matar as células do hospedeiro que estiverem infectadas, limitando o 
alastramento da infecção. 
 
 
II.5.1. Resposta imune humoral ao vírus da influenza A H1N1 
 
Pessoas idosas que foram expostas ao vírus da influenza A/H1N1 na 
década de 1950 apresentaram certa resistência ao vírus da influenza A/H1N1 durante 
a pandemia de 2009, uma vez que eles tinham desenvolvido anticorpos reativos da 
primeira exposição, na década de 50 (Yu, et al., 2008; Hancock, et al., 2009). Essa 
observação sugere que a resposta imune humoral gera uma proteção duradoura 
mediada por anticorpos contra cepas do vírus da influenza que sejam semelhantes à 
cepa da infecção original. Na fase humoral da resposta adaptativa, as células B são 
estimuladas a produzir anticorpos direcionados às proteínas virais HA, NA e M2 
(Baumgarth, et al., 2000; Waffarn & Baumgarth, 2011). Anticorpos que são específicos 
contra a cabeça trimérica da HA se mostraram eficientes no bloqueio da endocitose 
mediada por receptores do vírus, justamente o mecanismo utilizado pelo vírus para se 
inserir na célula hospedeira (De Jong, et al., 2003). No entanto, a maioria dos 
anticorpos é produzido a partir da apresentação de um peptídeo retirado da proteína 
do vírus invasor, o que significa que vai ser eficiente contra essa cepa, mas 






A neuraminidase (NA) é uma hidrolase de glicosídeo viral que, ao catalizar 
a hidrólise do ácido siálico terminal tanto de novos vírions quanto da membrana da 
célula hospedeira, facilita a liberação e o espalhamento das partículas virais recém-
formadas (von Itzstein, 2007). Anticorpos anti-NA inibem a atividade enzimática de 
NA, limitando o alcance da infecção e diminuindo a severidade e a duração da doença 
(Kilbourne, et al., 2004; Bosch, et al., 2010). Anticorpos específicos anti-NA também 
facilitam a eliminação do vírus, na medida em que facilitam a citotoxicidade mediada 
Figura II. 3 Vias de Apresentação antigênica por HLAs e ativação da resposta imune adaptativa. 
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por célula e depentende de anticorpos (Antibody-Dependent Cell-mediated 
Cytotoxicity, ADCC) (van de Sandt, et al., 2012).  
A proteína viral transmembrânica e tetramérica M2 funciona como um canal 
iônico e também é responsável por desenvelopar o vírus quando este está dentro do 
endossomo (Schnell & Chou, 2008). O efeito protetor de anticorpos reativos anti-M2 
foi primeiramente demonstrado em ratos após a transferência passiva de anticorpos 
monoclonais (Kim, et al., 2013), e é atribuído à ativação de ADCC (Mozdzanowska, et 
al., 1999; El Bakkouri, et al., 2011). O amplo espectro de ação dos anticorpos anti-M2 
é provavelmente resultado da alta conservação da proteína M2 entre diferentes cepas 
de vírus da influenza (Tompkins, et al., 2007; Fiers, et al., 2009; Fu, et al., 2009; 
Schotsaert, et al., 2009; Wang, et al., 2009; Ebrahimi & Tebianian, 2011). 
A resposta imune humoral também inicia a produção de anticorpos contra 
várias outras proteínas, inclusive contra a altamente conservada proteína viral 
nucleoproteína - NP (Carragher, et al., 2008). Ainda que esses anticorpos anti-NP não 
sejam capazes de neutralizar o vírus da influenza, foram encontradas evidências de 
que eles são capazes de estabelecer uma resposta imune protetora contra esses vírus 
(Carragher, et al., 2008; Lamere, et al., 2011). Esses mecanismos de proteção podem 
envolver tanto a ADCC de células infectadas quanto a opsonização da NP pelos 
anticorpos (Sambhara, et al., 2001; Bodewes, et al., 2010). Apesar das evidências, no 
entanto, a eficiência desse efeito protetor de anticorpos que não sejam anti-HA ou 
anti-NA ainda está sob debate. 
As imunoglobulinas IgA, IgG e IgM são produzidos a partir de uma infecção 
primária pelo vírus da influenza, mas as respostas de IgM não são observadas após 
uma infecção secundária (van de Sandt, et al., 2012). Respostas séricas virus-
específicas de IgA parecem ser indicativas de infecção recente por influenza vírus 
(Voeten, et al., 1998; Koutsonanos, et al., 2011), enquanto respostas vírus-específicas 
de IgG se correlacionam com proteção duradoura (Koutsonanos, et al., 2011; 
Onodera, et al., 2012). Os IgM também podem inativar o vírus da inlfuenza através da 
ativação do sistema complemento (Jayasekera, et al., 2007; Fernandez Gonzalez, et 
al., 2008). Além dos anticorpos séricos, a infecção pelo vírus da influenza também 
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induz a mucosa local do trato respiratório a produzir anticorpos IgA para proteger as 
células epiteliais da infecção (Onodera, et al., 2012). 
 
II.5.2.1. Resposta imune celular ao vírus da influenza A H1N1 – Células 
T CD4+ 
 
A ativação das células T CD4+ se dá pelo reconhecimento de epítopos 
virais associados a moléculas de MHC-classe II e sua interação com outras moléculas 
co-estimulantes presentes na superfície das APCs. Células T CD4+ ingênuas (do 
inglês, naïve, ou não-especializadas) podem se diferenciar em células Th1 ou Th2 (do 
inglês, helper, ou auxiliares, figura II.3). As células Th1 são responsáveis, 
basicamente, pela regulação da atividade das CTLs (Zhu & Paul, 2010a), e pela 
indução de células T CD8+ de memória (Riberdy, et al., 2000; Belz, et al., 2002; 
Delyannis, et al., 2002). Células Th2 promovem a ativação das células B, resultando 
na produção de anticorpos específicos (Zhu & Paul, 2010b; Okoye & Wilson, 2011). 
Dois processos diferentes determinam a afinidade dos anticorpos anti-influenza 
produzidos, aumentando significativamente a eficiência desses anticorpos. São o 
chamados troca de classe antigênica e a hipermutação somática (Kamperschroer, et 
al., 2006). As células T CD4+ de memória que foram induzidas por uma primeira 
infecção pelo vírus da influenza contribuem para uma resposta mais rápida e eficiente 
no caso de uma segunda infecção (Strutt, et al., 2014), em especial as as células T 
CD4+ de memória residentes nos pulmões. 
 
 
II.5.2.2. Resposta imune celular ao vírus da influenza A H1N1 – Células 
T CD8+ 
 
A ativação das células T CD8+ acontece a partir do reconhecimento de 
epítopos virais associados a moléculas do MHC de classe I presentes na superfície 
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das células APCs localizadas nos linfonodos. Esse processo leva à diferenciação das 
células T CD8+  em linfócitos T citotóxicos (do inglês CytoToxic Lymphocytes, CTLs), 
que vão migrar para o local da infecção para reconhecer e eliminar as células que 
estiverem infectadas, prevenindo que novos vírus sejam produzidos e liberados no 
meio extracelular (Nakanishi, et al., 2009). A interação do receptor de célula T (TCR) 
com o complexo HLA-classeI-epítopo estimula as CTLs a liberarem perforinas e 
granzimas, induzindo a célula infectada à apoptose  (Moffat, et al., 2009; Andrade, 
2010). Também são produzidas citocinas pró-inflamatórias, tais como o TNF-α, que 
têm função de aumentar a função lítica e inibir a replicação do vírus dentro da célula 
(La Gruta, et al., 2004; La Gruta, et al., 2007; Metkar, et al., 2008; Andrade, 2010; van 
Domselaar & Bovenschen, 2011). Após a infecção, uma gama de produção de células 
T CD8+ de memória é produzida, constituindo a base para respostas imunes rápidas, 
fortes e eficientes caso uma segunda infecção ocorra (Zimmermann, et al., 1999; 
Chang, et al., 2007; Hikono, et al., 2007; DiSpirito & Shen, 2010; van Gisbergen, et al., 
2011). As CTLs específicas para vírus são direcionadas principalmente a epítopos 
resultantes de proteínas altamente conservadas, tais como NP, M1 e PA. Isso significa 
que essas CTLs possivelmente serão eficientes contra cepas diferentes do vírus da 
influenza, efeito conhecido como reatividade cruzada (Assarsson, et al., 2008; Kreijitz, 
et al., 2008; Lee, et al., 2008). Estudos com ratos confirmaram essa hipótese, 
mostrando que células T CD8+ contribuem tanto para a imunidade homo- quanto 
heterosubtípica (Kreijitz, et al., 2007; Grebe, et al., 2008; Kreijitz, et al., 2009; Hillaire, 
et al., 2011a; Hillaire, et al., 2011b). 
Contudo, as evidências que suportam a proteção imune ao vírus da 
influenza induzida por CTLs ainda são muito limitadas. A presença de células T de 
CD4+ e CD8+ de memória contra  o vírus H1N1 da pandemia de 2009 também foi 
encontrada em indivíduos que, a princípio, não haviam contraído influenza (Sridhar, 
et al., 2012). Além disso, outras evidências circunstanciais sobre o papel protetor das 
células T CD8+ heterosubtípicas em infecções por influenza surgiram após estudos 
epidemiológicos: pessoas infectadas por influenza A  H1N1 e mostraram sintomas 
antes da pandemia de 1957 foram parcialmente protegidos quando infectados pela 
cepa H2N2 pandêmica. Van de Sandt e colaboradores (2012) acabaram chegando a 




II.5.3. A variabilidade genética na resposta imune adaptativa 
 
A variabilidade genética nos loci HLA é reconhecidamente a maior em 
qualquer população humana estudada, comparativamente a qualquer outra região 
gênica (tabela II.4a,b). A hipervariabilidade dos loci HLA é, de fato, o mecanismo 
básico utilizado pelo hospedeiro para garantir o reconhecimento de um maior número 
de moléculas exógenas e potencialmente perigosas, iniciando a ativação da resposta 
imune contra essas moléculas (Tabela II.4a,b). O reconhecimento do complexo HLA-
epítopo pelos receptores de célula T é crucial para a ativação da resposta imune 
adaptativa, e com esse grau de variabilidades dos genes HLA, é muito difícil associar 
mutações específicas a respostas diferentes à infecção pelo vírus da influenza. 
Normalmente, considera-se alelos inteiros ou haplótipos completos para tentar chegar 
a uma associação, já que esses blocos grandes são provavelmente mais propensos 
a influenciar diretamente os efeitos fenotípicos do que mutações isoladas. Mutações 
nessas regiões haplotípicas podem tanto atrapalhar a formação dos complexos HLA-
epítopos (Price, et al., 2000; Voeten, et al., 2000; Berkhoff, et al., 2004; Rimmelzwaan, 
et al., 2004; Berkhoff, et al., 2007a), ou fazer com que os epítopos consigam escapar 
da detecção pelos TCRs, já que o epítopo deixa de ser complementar à nova 
especificidade do receptor de célula T (Price, et al., 2000; Boon, et al., 2002; Berkhoff, 




Tabela II. 4a Variabilidade genética dos três principais loci gênicos de genes HLA de classe I clássicos (dados retirados do bando de dados 1000 Genomes Project) 
Tipo de variante HLA-A HLA-B HLA-C Total 
Sítio de splice essencial 34 10 12 56 
Ganho de parada 71 26 23 120 
Codante com frameshift 577 127 94 798 
Codante não-sinônima 1232 382 857 2471 
Sítio de splice 206 28 48 282 
Codante sinônima 486 148 339 973 
Intrônica 1519 557 1230 3306 
5'UTR 74 28 8 110 
3'UTR 909 191 268 1368 
Upstream 60 14 34 108 
Downstream 70 60 59 189 
Total de variantes 5238 1571 2972 9781 
*para descrição das variantes, ver tabela II.1. 
Tabela II. 4b Variabilidade genética das cadeias beta dos HLAs de classe II, nos três principais loci (retirado do banco de dados 1000 Genomes Project). 
Tipo de variante HLA-DPB1 HLA-DQB1 HLA-DQB2 HLA-DRB1 HLA-DRB3 HLA-DRB5 Total 
Sítio de splice essencial 2 27 0 2 3 5 39 
Ganho de parada 12 42 0 4 1 11 70 
Codante com frameshift 0 150 0 35 3 24 212 
Codante não-sinônima 176 1071 18 166 89 150 1670 
Sítio de splice 10 138 4 9 2 2 165 
Codante sinônima 69 491 33 90 38 62 783 
Intrônica 192 3099 181 267 142 191 4072 
5'UTR 3 60 1 16 13 4 97 
3'UTR 117 633 48 113 86 130 1127 
Upstream 7 100 3 20 15 11 156 
Downstream 9 141 4 28 17 6 205 
Total de variantes 597 5952 292 750 409 596 8501 
*para descrição das variantes, ver tabela II.1. 
 
Mutações no próprio epítopo viral mostraram ter um efeito direto na 
eficiência da resposta imune mediada por CTLs (van de Sandt, et al., 2012). Esse tipo 
de mutações foram observadas em vírus mutantes que infectam seus hospedeiros de 
uma forma crônica, como o HIV-1, capazes de escapar do sistema imune (Huet, et al., 
1990; Cale, et al., 2011). Substituições dos epítopos reconhecidos pelas CTLs 
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também foram observadas durante a evolução do vírus da influenza periódico A/H3N2 
(Voeten, et al., 2000; Rimmelzwaan, et al., 2004; Berkhoff, et al., 2007a). A 
substituição R384G, localizada no epítopo NP383-391 do HLA-B*2705-restrito 
(Voeten, et al., 2000) afeta consideravelmente a resposta específica de CTLs contra 
o vírus da influenza (Berkhoff, et al., 2007a), enquanto o epítopo NP418-426 no HLA-
B*3501-restrito (Boon, et al., 2002; Berkhoff, et al., 2007b) apresenta sinais de deriva 
antigênica (Boon, et al., 2004), o que explicaria a reatividade cruzada de CTLs contra 
vírus contemporâneos que tenham evoluído de cepas históricas (Gras, et al., 2010). 
No entanto, cabe ressaltar que essas variações nos epítopos dos vírus pode ser 
considerada restrita à função. Por exemplo, o epítopo M1 58-66 é altamente 
conservado apesar de sua natureza imunodominantes, provavelmente porque 
mutações nessa região específica devem comprometer, de alguma forma, o fitness 
(p. ex. patogenicidade, capacidade de ligação aos receptores, replicabilidade, 
infectividade, e outros) do vírus (Berkhoff, et al., 2006). 
Com relação aos genes do hospedeiro, é interessante notar que o gene 
mais variável dos não HLA estudados aqui (NLRP3 com 496 variantes no total) ainda 
é muito menos variável do que a média de variabilidade para os nove genes HLA, de 
acordo com os dados coletados no banco de sequências e variantes do 1000 
Genomes Project. O gene mais conservado do sistema HLA, HLA-DQB2, tem 292 
variantes descritas. O gene HLA-B, por outro lado, apresentou mais 1535 variantes 
(mas, ainda assim, menor do que o número de alelos funcionais descritos para esse 
gene, de acordo com o site do IPD-TGTM/HLA, que, em maio de 2014, registrava 
3455 alelos que codificam 2577 proteínas descritas). Essa quantidade tão grande 
variabilidade reforça a importância da função desses genes na resposta imune, já que 
essas proteínas deverão ser capazes de reconhecer e se ligar a uma pletora de 
peptídeos possíveis (os epítopos) para que sejam apresentados aos linfócitos T 
citotóxicos e de memória. Quanto mais universal a molécula de HLA, mais eficiente 




II.6. Considerações finais e conclusão 
 
A motivação inicial para esta revisão foi o trabalho publicado por Horby e 
colaboradores (2012), onde os autores encerram o artigo com uma pergunta, a priori 
não respondida:  
“Is susceptibility to severe influenza in humans 
heritable? – hard to answer, but not due to a lack of genotyping 
of analytic tools, nor because of insufficient evidence from severe 
influenza cases, but because of the absence of a coordinated 
effort to define and assemble cohorts of cases.” (Horby, et al., 
2012) 
Aqui apresentou-se uma visão geral atualizada da variabilidade dos genes 
do hospedeiro que possam, de alguma forma, estar envolvidos no processo de 
infecção do vírus da influenza, seja interagindo diretamente com o vírus ou na ativação 
de sistemas imunes. Além disso, discutiu-se como essa variabilidade pode influenciar 
a severidade da infecção, mostrando que mutações-chave podem ser a diferença 
entre a sobrevivência e a morte de indivíduos que recebam exatamente o mesmo 
tratamento. Toda interação entre o vírus e o hospedeiro se inicia a partir da entrada 
do vírus no organismo, e termina ou com a morte do indivíduo ou com a eliminação 
do vírus pelo sistema imune. A evolução da relação vírus hospedeiro é influenciada 
pelas variantes dos genes do hospedeiro, várias delas diretamente associadas a um 
bom ou mau prognóstico da infecção, aumentando a resistência e a resiliência do 
paciente contra subtipos específicos de epítopos virais. Essas variantes são 
polimórficas nas diferentes populações humanas, mesmo nos casos de infecções 
brandas e assintomáticas, e esse polimorfismo pode estar relacionado com as 
diferentes taxas de morbidade/mortalidade que resultam da infecção pelo vírus da 
influenza A. Considerando a revisão mostrada aqui e os dados coletados no 1000 
Genomes Project, a resposta à pergunta feita por Horby e colaboradores (2012) é 
positiva, a susceptibilidade a infecção severa pelo vírus da influenza A é hereditária. 
110 
 
Por outro lado, isso não significa que todas as causas e variabilidade na 
sintomatologia e morbidade das gripes tenham sido descobertas ou possam ser 
atribuídas exclusivamente ao perfil genético do indivíduo, mas, claramente, há genes 
humanos que tem um impacto direto no curso da infecção. Em particular, quando se 
considerar a variabilidade genética associada a grupos étnicos, não se pode deixar 
de levar em conta os aspectos específicos de habitat e clima do local onde essas 
populações habitam. Em regiões temperadas existe um pico de infecções que 
acontece predominantemente nos meses de inverno e as epidemias acontecem com 
periodicidade, acompanhando as mudanças de estação. Experimentos com cepas de 
influenza adaptadas para ratos mostrou uma taxa de transmissão do vírus de 58,2% 
nos meses de inverno, contra 34,1% no verão (Schulman & Kilbourne, 1963). Já foi 
hipotetizado que essa variação periódica na infectividade do vírus da influenza esteja 
associada a a flutuações na eficiência do sistema imune do hospedeiro, como no caso 
das taxas de melatonina (Dowell, 2001) e vitamina D (Cannell, et al., 2006); nas 
mudanças de rotina do hospedeiro (frequência escolar, procura maior por ambientes 
fechados e com pouca circulação de ar, viagens aéreas, etc); e especialmente fatores 
ambientais, tais como a temperatura (Eccles, 2002), umidade relativa e a direção de 
ventos da estação na parte superior da atmosfera (Hammond, et al., 1989). Em 
regiões tropicais, as infecções por influenza se mantém mais ou menos constantes 
durante o ano inteiro, com um pequeno acréscimo de incidência nas estações 
chuvosas (Viboud  et  al.,  2006,  Shek  &  Lee,  2003, OMS). Florestas tropicais da 
África equatorial, a região amazônica do Brasil, Venezuela e Equador, são regiões 
potencialmente promissoras para esforços científicos no sentido de conectar possíveis 
fatores genéticos étnicos em comunidades isoladas e os padrões de prevalência e e 
infectividade do vírus da influenza A. Na região do sudeste asiático, em particular em 
países que abrangem latitudes subtropicais (ao sul) até montanhosos (ao norte) 
passando por diversos tipos de clima, é um local de surgimento de novas cepas do 
vírus da influenza (Le, et al., 2013), e um campo de estudo filogeográfico dessas cepas 
(Wallace & Fitch, 2008).  
Além disso, muitos outros fatores podem causar modificações no DNA e na 
forma como ele é expresso (alterações epigenéticas). Estudos suportam a teoria de 
programação epigenética pré-natal/infantil como origem para várias doenças do adulto 
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(Ahmed, 2010; Nicoletto & Rinaldi, 2011). Por exemplo, Yang e Huffman (2013) 
mostraram que indivíduos que sofreram algum tipo de privação nutritiva durante a 
gestação tendem a ser adultos obesos. Pode ser pensado que se o padrão de 
metilação estabelecido durante os primeiros momentos de vida de um indivíduo pode 
afetar a forma como esse indivíduo responde à dieta enquanto adulto, esse mesmo 
padrão de metilação pode também afetar a forma como og genes relacionados ao 
sistema imune serão expressos durante processos infecciosos e inflamatórios (Wang, 
et al., 2013). 
O trabalho de Guihot e colaboradores (2014) evidenciou um curioso caso 
que acabou trazendo mais perguntas do que respostas à discussão sobre a 
herdabilidade da susceptibilidade a formas severas da infecção pelo vírus da 
influenza. Os autores encontraram marcadores biológicos que podem prever se um 
indivíduo é mais ou menos propenso a sofrer consequências letais derivadas da 
infecção. Contudo, os mecanismos genéticos que influenciam esses marcadores 
biológicos ainda permanecem desconhecidos, já que os marcadores biológicos eram 
baseados na dinâmica de anticorpos presentes no pulmão: em casos letais, 
observaram um “sequestro” de anticorpos nos pulmões, enquanto que nos casos 
brandos e não-letais os anticorpos permanecem livres e circulantes no sangue. 
Worobey e colaboradores (2014) hipotetizaram que a alta mortalidade de adultos entre 
20 e 40 anos durante a epidemia de gripe espanhola de 1918 deveria ser resultado 
de um encontro prévio desses indivíduos com um vírus supostamente heterosubtípico 
H3N8, que aparentemente circulou pelo globo entre 1889 e 1900. Sendo assim, outras 
faixas etárias estariam parcialmente protegidos da gripe espanhola por terem sido 
expostos a outros vírus da influenza N1 ou H1-relacionados, mas esses adultos que 
foram expostos durante a infância ao H3N8 não teriam desenvolvido memória 
imunitária contra o vírus H1N1 da gripe espanhola. Apesar dessa hipótese fazer 
bastante sentido, ela nos leva a outras perguntas imediatas: Que outros mecanismos 
imunológicos já descritos podem ser utilizados para explicar esse aumento 
discrepante na mortalidade de adultos relacionada à gripe espanhola de 1918? Para 
responder essa pergunta, talvez fosse necessário comparar os adultos que contraíram 
a gripe espanhola e que já tivessem sido expostos ao vírus H3N8 com crianças 
potencialmente desprovidas de imunidade (por não terem sido expostas) a a todos os 
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tipos de HA e NA, para buscar cascatas de ativação imunológica que pudessem 
explicar essa inativação do sistema imune pelos tipos H3. Outra pergunta que pode 
ser levantada é: será que a infecção pelo subtipo H3N8 não causou alterações 
epigenéticas nos indivíduos expostos, que acabaram por dificultar a recuperação e a 
eliminação dos vírus H1N1 quando esses indivíduos foram infectados por esse 
subtipo? E será que a variabilidade genética dos próprios indivíduos também não pode 
ter afetado a forma como essa reprogramação epigenética ocorreu, mostrando perfis 
epigenéticos diferentes dependendo do indivíduo? Além dessa possibilidade 
epigenética, Worobey e colaboradores (2014) sugeriram um mecanismo parecido com 
o pecado original antigênico (do inglês, Original Antigenic Sin – OAS), inicialmente 
descrito por Francis (1960), que diz que os anticorpos de infecções subsequentes de 
influenza serão ditados pela primeira produção de anticorpos, a partir do encontro com 
o primeiro vírus da vida daquele indivíduo. Portanto, indivíduos que foram inicialmente 
expostos ao H3N8, terão seus anticorpos produzidos, majoritariamente e 
preferencialmente, a partir desse tipo de vírus, mostrando pouca ou nenhuma 
imunidade a vírus de cepas muito diferentes, como é o caso do H1N1.  
Contudo, essa hipótese ainda carrega muitas dúvidas, principalmente 
sobre qual é o papel que o genoma do indivíduo, seu sistema imune e os sistemas 
moleculares interagem para criar essa memória preferencial, em detrimento de outras. 
É óbvio que muitos estudos nessa linha e que explorem a variabilidade genética 
humana no contexto de doenças infecciosas (em especial a influenza) sejam 
necessários para que as perguntas mencionadas acima sequer fiquem próximas de 
serem respondidas. Nesse sentido, esse capítulo teve o objetivo de começar a 
explorar esses ângulos, até então estudados de uma forma tão segmentada e 
compartimentalizada, para que a comunidade científica possa olhar as relações 







O trabalho aqui apresentado comparou duas diferentes classes de 
marcadores genéticos quanto a localização genômica – regiões codificadoras e não 
codificadoras – buscando melhor compreender a distribuição da variabilidade genética 
humana. Classificou-se como uma situação genérica de saúde as regiões 
supostamente neutras e, as relacionadas à doença potencialmente sob seleção. 
Observou-se que 8% dos marcadores considerados neutros apresentam sinais de 
seleção, taxa essa baixa e que não os descaracteriza como um conjunto de 
marcadores neutros. 
A variabilidade genética entre grupos de diferentes origens geográficas 
para marcadores neutros é maior do que a variabilidade genética para marcadores 
associados à infecção pelo vírus da influenza. Possivelmente, isso se dá pela 
importância da manutenção de sequências não deletérias ou que diminuam a 
susceptibilidade a infecções de uma forma global, uma vez que indivíduos que 
apresentem mutações associadas a prognósticos ruins da infecção têm menor chance 
de sobrevivência quando da manifestação do quadro clínico.  
Sendo assim, observa-se uma maior variabilidade genética quando se 
considera marcadores neutros do que os em regiões codificadoras. Portanto, a maior 
variabilidade entre populações de origem geográficas distintas, aqui descrita, foi 
observada na saúde (painel de 100 inserções Alu) e a menor na doença (marcadores 
genéticos associados a bom ou mau prognóstico da infecção pelo vírus da influenza), 
resultado confirmatório da expectativa de seleção contra boa parte das variações em 
regiões codificadoras e da manutenção da variabilidade em regiões neutras do 
genoma. 
Os marcadores genéticos neutros foram suficientes para a diferenciação 
de grupos de amostras quanto às ancestralidades geográficas. Exceção a isso foram 
as populações miscigenadas, isto é, as brasileiras usadas como modelo, que 
tenderam a se agrupar a populações que representassem o grupo com maior 
contribuição genética daquela população, sem que fosse possível traçar um perfil 
genético único para as duas populações brasileiras. Já a variabilidade genética entre 
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populações encontrada para os marcadores genéticos relacionados à susceptibilidade 
à infecção pelo vírus da influenza mostrou-se bastante homogênea entre os grupos 
populacionais. Quando capaz de diferenciar grupos, no entanto, estes eram também 
congruentes com a ancestralidade genética das amostras (africanos x não-africanos; 
asiáticos x não-asiáticos). Dessa forma, entender a ancestralidade genética de um 
grupo populacional facilitaria entender a susceptibilidade a doenças infecciosas, isto 
é, as duas classes de marcadores se complementam na busca de um melhor 
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Anexo I.2 Protocolo para Amplificação de Genoma Total com o kit GenomiPhi®  
1. Aliquotar uma pequena quantidade da amostra a ser amplificada para obter 
alíquotas com concentração 10ηg/µl; 
2. Degelar os reagentes do kit GenomiPhi em gelo (reagentes estocados no 
freezer a -80ºC); 
3. Preparar 2 tubos de PCR de 0,2µl por amostra; 
4. Adicionar 9µl do tampão de amostra (tubo de tampa verde) a cada tubo de 
PCR; 
5. Adicionar 1µl da alíquota de DNA feita anteriormente ao seu respectivo tubo; 
6. Aquecer os tubos de DNA + tampão a 95ºC no termociclador (BioRad®) por 
exatamente 3 minutos e resfriar imediatamente a 4ºC no gelo; 
7. Preparar o máster mix para a quantidade de tubos: 
a. 9µl de tampão de reação (tubo de tampa azul) por tubo; 
b. 1µl de enzima (tubo de tampa amarela) por tubo. 
8. Adicionar 10µl desse máster mix imediatamente a cada um dos tubos com 
DNA; 
9. Colocar no termociclador seguindo o seguinte programa: 
a. 30ºC por 1h30 min; 
b. Desativação da enzima a 65ºC por 10 minutos; 




Anexo I.3 Purificação dos genomas amplificados.  
1. Adicionar 20µl (mesmo volume) de água destilada e deionizada estéril a cada 
tubo de genoma amplificado, centrifugar se necessário; 
2. Combinar os conteúdos dos tubos de mesma amostra (80µl total) em um tubo 
de 1,5ml de tampa de rosca; 
3. Adicionar 8µl (1/10 do volume) de tampão acetato de sódio/EDTA (1,5M de 
acetato de sódio; pH > 8,0; 250mM EDTA) temperatura ambiente a cada tubo; 
4. Adicionar 400µl de Etanol a 100% e misturar por inversão para precipitação do 
DNA; 
5. Centrifugar a 12.000 RPM por 15 minutos; 
6. Cuidadosamente descartar o sobrenadante e lavar o precipitado com etanol 
70%; 
7. Centrifugar novamente a 12.000 RPM por 3 minutos; 
8. Descartar o sobrenadante, remover o excesso de álcool com ponteira de pipeta 
e deixar secar aberto para remover todo o etanol visível; 
9. Suspender o DNA amplificado em 80µl de tampão Tris-EDTA (TE) 





Anexo I.4 Tabela contendo os nomes das inserções Alu, o cromossomo em que se encontra, os iniciadores 5’ (forward) e 3’ (reverse), os tamanhos dos fragmentos amplificados pela PCR (presença de inserção e ausência de inserção, respectivamente), a temperatura de anelamento utilizada no programa da MyCycler™ e a concentração de cloreto de magnésio (MgCl2) exigida para cada inserção Alu. 
# Alu Nome # Cr. 
Iniciadores (todos na orientação 5’-3’) Tamanho Tº [] mM MgCl2 Forward Reverse (pb) 
1 ACE 17 CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT 480-191 58 1,5 
2 APO 11 AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA 409-96 55 1,5 
3 B65 11 ATATCCTAAAAGGGACACCA AAAATTTATGGCATGCGTAT 420-81 60 3,0 
4 COL3A1 2 ACCTGCAGCACCAGGAGGTCCTGGAGGGCC GAGTCCTTTAGAAGGATATGCTCTG 1200-900 60 1,5 
5 HS2,43 1 ACTCCCCACCAGGTAATGGT AGGGCCTTCATCCAGTTTGT 482-184 62 1,5 
6 HS4,32 12 GTTTATTGGGCTAACCTGGG TGACCAGCTAACTTCTACTTTAACC 601-289 60 1,5 
7 HS4,65 9 TGAAGCCAATGGAAAGAGAG ACAGGAGCATCTAAACCTTGG 650-329 60 1,5 
8 HS4,75 3 CAGCATTACATACAATAGTTAGGAGC GTGATATTTGTCTTTCTGTACCTGG 520-194 60 1,5 
9 PV92 16 AACTGGGAAAATTTGAAGAAAGT TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG 437-122 55 1,5 
10 Sb22777/Sb19.12 19 TTAACATCCCTGCAACCCATC GATTATAGTCACCCTGTTGTGC 761-448 65 1,5 
11 Sb23467/Sb19.3 19 TCTAGGCCCAGATTTATGGTAACTG AAGCACAATTGGTTATTTTCTGAC 456-135 60 1,5 
12 TPA25 8 GTAAGAGTTCCGTAACAGGACAGCT CCCCACCCTAGGAGAACTTCTCTTT 424-113 60 1,5 
13 Ya5NBC102 17 TCCCATTTCTCTAGACCTGCTG CCCATAACAGGTCTTCATATTTCC 483-194 55 1,5 
139 
 
# Alu Nome # Cr. 
Iniciadores (todos na orientação 5’-3’) Tamanho Tº [] mM MgCl2 Forward Reverse (pb) 
14 Ya5NBC120 17 GGACCACATGACTGAGTGTAAAGT GAGGTGGCCTCTTAACCATAATTC 518-199 55 1,5 
15 Ya5NBC123 5 ATCAAGTTGACACTCAGTATTCACCAC CTAGTCTGCAGAACTGTGAGAAATGTA 490-186 55 1,5 
16 Ya5NBC132 6 CTCGTGATTCACAGAAGTGTTGTAAG CGGGGTTCATCCTTAATACATACAT 459-139 60 1,5 
17 Ya5NBC135 11 ATTAAGCTCATGGTAACCAGCAC GACTCTCCTCTCTGGATTAGAAACAG 436-117 60 1,5 
18 Ya5NBC147 12 TAGCTGGGGGAGGTAGATAATAAAC AAATATCACCTTATCAGTGGGACCT 493-155 60 1,5 
19 Ya5NBC148 20 ACAAGATGACAGATGTAAACCCAAC AAGGTGTTGTCAGACTAATCTATCG 505-193 60 1,5 
20 Ya5NBC150 19 AAATGGAGACACAGAGGTGTAAAGA CCCAAACTGCATATTTAAAGGGTAG 491-169 60 1,5 
21 Ya5NBC157 17 CATACGTTAAATCACTCGGTACTCA TCAGAAAAGTATACAGGTGATGTGC 516-207 60 1,5 
22 Ya5NBC159 1 GAGGGTCTTTCCTAGGTTTTGTTT ATGTCAGGTGTCCCTTATGGAGTAT 488-166 60 1,5 
23 Ya5NBC171 6 TCTAGAATTACAAGTGCAAGCCATC CTTCTCATCCCTGCTAACATAACAT 451-130 55 1,5 
24 Ya5NBC182 7 GAAGGACTATGTAGTTGCAGAAGC AACCCAGTGGAAACAGAAGATG 563-287 60 1,5 
25 Ya5NBC208 14 AATACCTTGTACATCTTCACCCCTA TCTCTCTGCTGCACAGTTTGTT 441-115 50 1,5 
26 Ya5NBC212 7 CATTTGGCGCAAGTGGTATT ATCCCAAAGAAACCCACGA 502-190 60 1,5 
27 Ya5NBC216 7 GATGTGACCCTGGCTTGTAAA CAGAGTCCCTGTGCAAAATG 456-141 55 1,5 
28 Ya5NBC221 22 CAGTTTTCCATATACATGTGGGTTC TAGTGTTAAGAGGCCCATTTTCTAC 640-313 60 1,5 
29 Ya5NBC237 1 CCCATGGAGGGTCTTTCCTA CTGGAAACCATCCTTCACAGT 410-88 60 1,5 
140 
 
# Alu Nome # Cr. 
Iniciadores (todos na orientação 5’-3’) Tamanho Tº [] mM MgCl2 Forward Reverse (pb) 
30 Ya5NBC239 9 CAGCTGAGAACTGTCACAAATAGAA ATCAATGACTGACTTGTGCTGAGT 531-198 55 1,5 
31 Ya5NBC241 15 GGTTCCAATAGAGAGCAACAGAA ACCTTAAGCTTTCCCCCAGA 392-66 55 1,5 
32 Ya5NBC242 7 AACAAAATTCCCTTTCCTCCA GGCAATCTGACCTTGGGTAA 503-192 55 1,5 
33 Ya5NBC27 5 CTGAATACAGGTATCACTGAACAGAAC ACAGTGTAAAGTCTAACCTACCAGAGGAT 591-265 55 1,5 
34 Ya5NBC311 5 TCTTGGCAAGGAGATGTGAA AATCACATCCGAGGGTGTCT 584-279 60 1,5 
35 Ya5NBC327 6 AGGCAGGTTCAATGTTCAAA TTGTCTTATTGTGCTGGCTAGA 668-339 60 1,5 
36 Ya5NBC333 14 GGCATGCTATCATTCCCAAA CCAAACTTCTGTTTGAGAGAATACG 588-281 60 1,5 
37 Ya5NBC335 20 TGGGTACTTTGGCCTTAGAGAA TTCACAGCATTAGAGAGAGTTGATG 361-128 60 1,5 
38 Ya5NBC345 3 GCCATGAGAGTGGTCAGCAT AGTCTCCACCATCTCTGCTGT 391-94 60 1,5 
39 Ya5NBC347 1 CATGCCCATTGCTTTACGTT TGGGGTAGATGGACTCATCC 465-140 60 1,5 
40 Ya5NBC351 21 TTCCTCCCCTTTTTCCTGTT TGTCAGTATGTAAACCCATGCT 437-123 55 1,5 
41 Ya5NBC354 7 GTAGCTTGGCCTGTGCTCTT CCTCTGGGCTGAGAAACTCTT 466-148 65 1,5 
42 Ya5NBC45 20 TAGGGTAAGGAATATGTGCTGCTTTAG GTCTCTGAACGACTATGTGAGCAG 411-98 60 1,5 
43 Ya5NBC51 3 ATATTCCAGAAGTTTCCTTACATCTAGTGC AAAGCTTTAAGTCTCCACCATCTCT 437-140 60 1,5 
44 Ya5NBC54 6 GTTTATGTCAGTAGGAGTTTTCTCGTGTAG TCATTGTATCATCTGCTGTACCTGT 433-130 60 1,5 
45 Ya5NBC61 9 TGAAATAATCCAGTTGGGGAAG GTATATCTCTACCGAGACTCAGTTTTTAGC 493-180 55 1,5 
141 
 
# Alu Nome # Cr. 
Iniciadores (todos na orientação 5’-3’) Tamanho Tº [] mM MgCl2 Forward Reverse (pb) 
46 Ya5NBC96 7 TAGATGAGATAGAGCCATCAAACACTC GTACCCTGTGAGAAAATATTAGGAGCTATG 509-169 60 4,0 
47 Yb8NBC106 21 TCACAGCACAATTCACAACTG CTGGGTTGCATTTCATGGTA 558-233 60 1,5 
48 Yb8NBC120 22 CAGTGGATCTCCATTTTACCTCTC GGAAAGGTTTCAGGAAGAAAGTG 466-109 60 1,5 
49 Yb8NBC125 22 AGCCAGAAACCCTGAACAAG AAAGGCCCCAGAAGTATACCA 415-97 60 1,5 
50 Yb8NBC13 16 TCTGGGTTTCTCTGGTGGAC CTGGCAAATGCTACCCAAGT 510-168 60 1,5 
51 Yb8NBC146 16 CTCTTCTCTCCAGGAAACGTC GGAGCTCTGCCTTACACTCAA 887-592 60 1,5 
52 Yb8NBC148 14 CCAGGCCTCCATCTTTGATA TCACTTTTGGGCATGTCAAG 537-218 60 1,5 
53 Yb8NBC157 10 TATGGTTCTCAGCCATCACG ATTCTTCCCCAAAGGGAGTC 712-423 60 3,0 
54 Yb8NBC181 3 CATGTACCTTAGAATTCCACTCTCA CCCCAAAGTTTATAGTCTGTTGTCT 487-151 55 1,5 
55 Yb8NBC192 7 CTGCTCTACCCTAGGCTCTTCTATC GCTCCTCTGCTTTTATGTGTTCTAC 423-132 55 1,5 
56 Yb8NBC201 7 GGAGAAAATGTAAGGTTTCTAGCAC ACCAATGCAACTATCTACACTGACA 476-145 60 1,5 
57 Yb8NBC207 7 GTAATATGAGGTGATGGGGGTTACT GGTGAAAGAAGAACCCCTAAGTTAT 474-138 60 1,5 
58 Yb8NBC227 17 AAGAAAAGGGAAGCCTGGAG CAGTCATCACCAGCCATGAG 881-546 60 3,0 
59 Yb8NBC237 7 GCCAAAATCAACTGCCAAAC TGCTGAGGATAGAGCTATAGCAGA 491-164 60 1,5 
60 Yb8NBC243 16 GAACCCCATCCATTCTCTTACA GTGGCAAAATATTGGCGACT 508-156 60 1,5 
61 Yb8NBC405 3 GCCCATCCCCTATTATAGCC ACCAAACCCCCATGACACTA 463-155 60 1,5 
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# Alu Nome # Cr. 
Iniciadores (todos na orientação 5’-3’) Tamanho Tº [] mM MgCl2 Forward Reverse (pb) 
62 Yb8NBC412 7 CAAAGATGGTTGTTGAGGTTGA CCCAGCAACTTCCCCTTAAT 500-185 60 1,5 
63 Yb8NBC419 5 CATCTCCTGGCAACACTGAG ACAAAGCAAGGGTATTTACAGC 572-241 60 3,0 
64 Yb8NBC420 2 AAATGCCCAAGTTTCATTGC AACTGCCACAGCGATTCTTT 430-103 60 1,5 
65 Yb8NBC435 20 TGAATGATTGGGACTGGGTA TGGCTGGATGAACTTTCACA 444-113 55 1,5 
66 Yb8NBC437 13 GGCGGTGATGGTAAAACAAC CTTCCCCAAGGAGCCTTTTA 498-183 60 1,5 
67 Yb8NBC441 6 CTCCTGGCATGTCTTCAGGT TCTCAGCCTAGACCAATACCAA 488-160 55 1,5 
68 Yb8NBC450 13 TGAAATCTATCTCGTAGGAAGGCTA CCGCTGGTTACCAAAAGATT 500-186 60 1,5 
69 Yb8NBC461 1 CCAAAGTCATTCTTCATTCTGC GACACCCGAAAAGACTAAAGACA 529-205 55 1,5 
70 Yb8NBC463 13 GCCAGTGCTTGGGTTTTAGA CTGGCAATGAATTTCCCTTT 543-220 55 1,5 
71 Yb8NBC466 14 TTGAGGCACTAGACTTACAGAATTG CAGGAGCTGCTTTCACCTCT 427-92 60 1,5 
72 Yb8NBC479 20 CATCCTGTTTCAACATCAGCA GTTCCCAGCAGGAATCTGAG 398-182 60 1,5 
73 Yb8NBC480 13 CCTCTCTCACAAACAGTGCAG TCGCAAGACACAGGCTATCA 457-114 60 1,5 
74 Yb8NBC485 1 TGTTCTTGCCAGAAAGTTTGC CCAATCCAGGACTCGACATT 433-95 55 1,5 
75 Yb8NBC49 6 GCAGTGGATTGGTTTTTCTG GCTGAAAGAGGCATTGAAATC 542-205 60 1,5 
76 Yb8NBC5 7 AAGGTCTAAGCGCAGTGGAA TGTATGCAGGTTGCTTGCTC 503-167 60 1,5 
77 Yb8NBC505 5 TGAGCCTATGACTGAGCATGA GGGGCTCTCATCAGCATTTA 764-427 60 1,5 
143 
 
# Alu Nome # Cr. 
Iniciadores (todos na orientação 5’-3’) Tamanho Tº [] mM MgCl2 Forward Reverse (pb) 
78 Yb8NBC516 20 GGGCTCAGGGATACTATGCTC GCCTAGGCCTACCACTCAGA 445-124 60 1,5 
79 Yb8NBC547 5 GCCCATGCTCAGTCTAAACC GATTGGAGCCCTTGTCTACG 413-238 60 1,5 
80 Yb8NBC568 6 AAACCCAACAAATGTGCTTC GGCAACCTACACAAAGCATGT 501-213 60 1,5 
81 Yb8NBC576 6 GGGAACTAACTAGTGGGCAAA GCATGTACACTAAGGTATGCAAAAG 475-149 55 1,5 
82 Yb8NBC585 9 CATTGGGTTTAACATTCGCTCT CACGTGTGCAGCAATGTATG 585-260 60 1,5 
83 Yb8NBC589 6 AGTCTTAATGGGCGCTGAGA AGTGCCTCACCCAGTAGCAC 472-154 60 1,5 
84 Yb8NBC596 1 TCCAGGGCCAAGTAGTGAAT CTGCCCCAAATGCTTACACT 543-203 55 1,5 
85 Yb8NBC597 5 TGAGGTGTTGCAGACGATGT CGCATGCTTTAGAGAATACCC 429-108 60 1,5 
86 Yb8NBC598 19 TGGGTCCTATCATCCCCTATC CCAGAAGGCATCTCATGGTT 691-420 60 1,5 
87 Yb8NBC605 1 GCCTCTAGGTGGAGCCCTTT GCCCCATTTATGGCTGTTTA 723-392 60 1,5 
88 Yb8NBC622 11 TCAAAACTTGCGGATTTTCC TGCTGAGCTATACTGGTGCAA 451-357 60 1,5 
89 Yb8NBC636 1 CCTCTGGCAAGCTGCTTAAT TCACAGCTAGAGGAGACATGAAA 498-169 60 1,5 
90 Yb8NBC65 6 ATCTCATCTCCCTGCCTCTG GGGAGGTCTGGAGATCTGTG 517-186 60 1,5 
91 Yb8NBC77 12 CGGAATGTTCTGAGGATCAAA GGAAGCTCTGCACAACTCCTA 547-218 55 1,5 
92 Yb8NBC80 18 ATTTCACAGTGCCCTGTCCT TCCAGGCAGATGAATTGACA 456-123 60 3,0 
93 Yb8NBC93 20 AAGTGAGTCCCAGGGCCTTCT CACACAGGCACTTGTTTGGT 518-189 60 1,5 
144 
 
# Alu Nome # Cr. 
Iniciadores (todos na orientação 5’-3’) Tamanho Tº [] mM MgCl2 Forward Reverse (pb) 
94 Yb9NBC10 4 GTTTTCCTGGTGTGCCCTAAATA TTTACCTAACTCACAAGACCCAAAG 524-197 60 4,0 
95 Yb9NBC50 11 GTTCCACAAGTACAGGAGAAAATGT GAAGCTCTTTAGGAAACCAAATCTC 460-138 55 1,5 
96 Yc1NBC2 7 TCTCTCATGAACATAGATACAAA CGTGCATTCTTGAGATAAAT 443-115 60 3,0 
97 Yc1NBC35 16 CCCATTCTCCATGCCGTGAT TGCAAGGCATTGGGGATACA 481-162 60 1,5 
98 Yc1NBC53 7 AAAGCTATCAACCATGCCAACA GAAAATGCTATTTTGGGGAATG 505-186 58 1,5 
99 Yc1NBC63 6 GGTACTCAGTAACACATCAAGA AAGCTGGGTGGTGGGTTCAC 502-181 60 1,5 









Apêndice I.1 Amostras selecionadas para amplificação de genoma total devido à pequena quantidade de DNA disponível para caracterização dos 100 Alus.  
Brasília Kalunga 
Amostra Quantidade inicial de DNA 
(µg) 
Amostra Quantidade inicial de DNA 
(µg) 
BSB002 0,63 4A003 0,2835 
BSB004 0,5745 4A004 0,162 
BSB005 0,5625 4A008 0,3945 
BSB006 0,513 4A009 0,2655 
BSB007 1,6425 4A015 0,036 
BSB010 0,489 4A017 0,011 
BSB012 0,387 4A019 0,033 
BSB013 0,672 4A023 0,525 
BSB015 0,699 4A024 0,273 
BSB016 0,0555 4A025 0,228 
BSB018 0,363 4A029 0,0465 
BSB022 0,5085 4A035 0,2535 
BSB024 1,0005 4A038 0,021 
BSB027 4,3695 4A040 0,9285 
BSB035 0,423 4A044 1,2135 
BSB040 0,213 4A055 0,2625 
BSB043 0,351 4A058 0,009 
BSB044 0,378 4A061 0,5055 
BSB046 0,285 4A062 0,111 
BSB047 0,2805 4A065 2,975 
BSB052 0,8055 4A076 0,036 
BSB054 0,3 4A080 0,1215 




Amostra Quantidade inicial de DNA 
(µg) 
Amostra Quantidade inicial de DNA 
(µg) 
BSB067 0,3945 4A082 0,6255 
BSB070 0,318 4A086 0,7215 
BSB071 0,81 4A087 0,207 
BSB077 0,4875 4A088 0,2085 
BSB081 0,228 4A089 10,4 
BSB085 0,576 4A090 0,6405 
BSB089 0,3465 4A092 0,2775 
BSB092 4,08 4A096 0,2145 
BSB093 0,877 4A093 0,3405 
BSB096 0,585 4A098 0,699 
BSB098 0,264 4B106 0,636 
BSB101 0,444 4B108 0,0555 
BSB102 0,288 4B109 0,1905 
BSB105 0,108 4B110 1,5885 
BSB108 0,2535 4B114 0,102 
BSB120 0,247 4B115 0,24 
BSB121 0,885 4B116 0,1785 
BSB124 0,147 4B119 0,312 
BSB142 0,327 4B122 0,306 
BSB143 0,36 4B123 0,126 
BSB160 1,149 4B129 2,15 
BSB161 1,3725 4B130 0,0135 
BSB165 0,831 4B132 0,336 
BSB166 0,642 4B134 0,2385 
BSB172 0,3495 4B135 0,4305 




Amostra Quantidade inicial de DNA 
(µg) 
Amostra Quantidade inicial de DNA 
(µg) 
BSB174 1,05 4B137 0,1125 
BSB177 0,462 4B139 0,339 
  4B140 0,0915 
  4B141 0,606 
  4B142 0,243 
  4B143 0,525 
  4B144 0,249 
  4B158 1,525 
  4B172 1,35 
  4B180 1,55 
  4B181 1,475 
  4B189 2,1 
  4B194 3,95 
  4C203 5,475 




Apêndice I.2. P-valor para diferenciação populacional entre as populações ameríndias e asiáticas para cada inserção Alu cujos dados estavam disponíveis. As células em cinza mostram diferenciação populacional significativa, o desvio-padrão da estimativa está entre parênteses.  
ACE 
 Ache Cinta Larga Gavião Guarani Caingangue Quéchua A Quéchua QT Surui Waiwai Xavante Ianomâmi Zoro 
Vietnã 0,00000 (0,0000) 0,09009 (0,0192) 0,00901 (0,0091) 0,00901 (0,0091) 0,18919 (0,0370) 0,09910 (0,0286) 0,99099 (0,0030) 0,05405 (0,0201) 0,00901 (0,0091) 0,42342 (0,0636) 0,40541 (0,0204) 0,00000 (0,0000) 
Ásia Misto 0,00000 (0,0000) 0,33333 (0,0305) 0,00901 (0,0091) 0,07207 (0,0264) 0,54955 (0,0670) 0,23423 (0,0364) 0,70270 (0,0504) 0,09910 (0,0316) 0,00000 (0,0000) 0,72072 (0,0304) 0,55856 (0,0539) 0,00000 (0,0000) 
Camboja 0,15315 (0,0385) 0,27928 (0,0370) 0,99099 (0,0030) 0,71171 (0,0533) 0,04505 (0,0152) 0,40541 (0,0434) 0,00901 (0,0091) 0,60360 (0,0592) 0,99099 (0,0030) 0,06306 (0,0194) 0,08108 (0,0316) 0,99099 (0,0030) 
Malásia 0,99099 (0,0030) 0,51351 (0,0651) 0,99099 (0,0030) 0,54955 (0,0345) 0,34234 (0,0402) 0,57658 (0,0474) 0,18018 (0,0332) 0,61261 (0,0354) 0,99099 (0,0030) 0,28829 (0,0297) 0,31532 (0,0546) 0,99099 (0,0030) 
China 0,00000 (0,0000) 0,01802 (0,0121) 0,00000 (0,0000) 0,00000 (0,0000) 0,03604 (0,0148) 0,00901 (0,0091) 0,39640 (0,0454) 0,01802 (0,0121) 0,00000 (0,0000) 0,08108 (0,0316) 0,05405 (0,0201) 0,00000 (0,0000) 
Japão 0,00000 (0,0000) 0,01802 (0,0121) 0,00000 (0,0000) 0,00901 (0,0091) 0,01802 (0,0121) 0,00901 (0,0091) 0,47748 (0,0592) 0,00000 (0,0000) 0,00000 (0,0000) 0,09910 (0,0316) 0,13514 (0,0279) 0,00000 (0,0000) 
SEA 0,00000 (0,0000) 0,04505 (0,0203) 0,00000 (0,0000) 0,00901 (0,0091) 0,08108 (0,0286) 0,02703 (0,0194) 0,80180 (0,0395) 0,02703 (0,0139) 0,00000 (0,0000) 0,16216 (0,0297) 0,17117 (0,0316) 0,00000 (0,0000) 
Taiwan 0,00000 (0,0000) 0,16216 (0,0326) 0,01802 (0,0121) 0,03604 (0,0201) 0,17117 (0,0316) 0,11712 (0,0194) 0,99099 (0,0030) 0,04505 (0,0244) 0,00901 (0,0091) 0,35135 (0,0286) 0,37838 (0,0402) 0,00000 (0,0000) 
Nigéria 0,00000 (0,0000) 0,41441 (0,0454) 0,03604 (0,0201) 0,14414 (0,0364) 0,48649 (0,0309) 0,26126 (0,0533) 0,99099 (0,0030) 0,12613 (0,0149) 0,00901 (0,0091) 0,74775 (0,0451) 0,40541 (0,0455) 0,00901 (0,0091) 
Pigmeus 0,03604 (0,0148) 0,70270 (0,0504) 0,06306 (0,0237) 0,35135 (0,0478) 0,71171 (0,0345) 0,39640 (0,0493) 0,99099 (0,0030) 0,33333 (0,0408) 0,04505 (0,0152) 0,99099 (0,0030) 0,99099 (0,0030) 0,05405 (0,0148) 
APO 
 Ache Cinta Larga Gavião Guarani Caingangue Quéchua A Quéchua QT Surui Waiwai Xavante Ianomâmi Zoro 
Vietnã 0.21622 0.99099 0.50450 0.99099 0.62162 0.47748 0.99099 0.57658 0.53153 0.22523 0.47748 0.99099 
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(0.0454) (0.0030) (0.0388) (0.0030) (0.0479) (0.0651) (0.0030) (0.0364) (0.0286) (0.0279) (0.0651) (0.0030) 
Ásia Misto 0.00000 (0.0000) 0.33333 (0.0385) 0.13514 (0.0311) 0.43243 (0.0265) 0.18018 (0.0235) 0.17117 (0.0478) 0.39640 (0.0309) 0.09910 (0.0316) 0.09910 (0.0286) 0.05405 (0.0242) 0.14414 (0.0492) 0.36036 (0.0450) 
Camboja 0.00000 (0.0000) 0.10811 (0.0297) 0.01802 (0.0182) 0.14414 (0.0309) 0.06306 (0.0305) 0.01802 (0.0182) 0.10811 (0.0297) 0.02703 (0.0139) 0.00901 (0.0091) 0.00901 (0.0091) 0.01802 (0.0121) 0.09009 (0.0235) 
Malásia 0.08108 (0.0286) 0.29730 (0.0508) 0.14414 (0.0278) 0.44144 (0.0344) 0.30631 (0.0278) 0.19820 (0.0402) 0.37838 (0.0504) 0.17117 (0.0286) 0.19820 (0.0402) 0.09910 (0.0212) 0.12613 (0.0388) 0.46847 (0.0182) 
China 0.07207 (0.0227) 0.61261 (0.0485) 0.21622 (0.0388) 0.63063 (0.0359) 0.28829 (0.0297) 0.19820 (0.0297) 0.52252 (0.0402) 0.20721 (0.0451) 0.17117 (0.0344) 0.09009 (0.0271) 0.21622 (0.0278) 0.63964 (0.0459) 
Japão 0.00901 (0.0091) 0.11712 (0.0237) 0.03604 (0.0148) 0.11712 (0.0385) 0.05405 (0.0242) 0.02703 (0.0139) 0.12613 (0.0337) 0.01802 (0.0121) 0.03604 (0.0148) 0.02703 (0.0139) 0.04505 (0.0203) 0.16216 (0.0264) 
SEA 0.00000 (0.0000) 0.12613 (0.0201) 0.01802 (0.0121) 0.09009 (0.0332) 0.04505 (0.0203) 0.02703 (0.0194) 0.13514 (0.0412) 0.00901 (0.0091) 0.02703 (0.0139) 0.02703 (0.0139) 0.02703 (0.0139) 0.09910 (0.0370) 
Taiwan 0.11712 (0.0237) 0.99099 (0.0030) 0.52252 (0.0522) 0.99099 (0.0030) 0.52252 (0.0327) 0.53153 (0.0317) 0.99099 (0.0030) 0.46847 (0.0354) 0.54955 (0.0550) 0.27928 (0.0478) 0.45946 (0.0438) 0.99099 (0.0030) 
Nigéria 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00901 (0.0091) 0.02703 (0.0139) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00901 (0.0091) 
Pigmeus 0.29730 (0.0273) 0.99099 (0.0030) 0.27027 (0.0332) 0.99099 (0.0030) 0.44144 (0.0417) 0.35135 (0.0417) 0.99099 (0.0030) 0.30631 (0.0364) 0.25225 (0.0297) 0.20721 (0.0430) 0.21622 (0.0309) 0.51351 (0.0273) 
HS4.32 
 Ache Cinta Larga Gavião Guarani Caingangue Quéchua A Quéchua QT Surui Waiwai Xavante Ianomâmi Zoro 
Vietnã 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00901 (0.0091) 0.16216 (0.0353) 0.06306 (0.0194) 0.00901 (0.0091) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.01802 (0.0121) 0.00901 (0.0091) 
Ásia Misto 0.12613 (0.0364) 0.02703 (0.0194) 0.03604 (0.0201) 0.03604 (0.0201) 0.15315 (0.0333) 0.73874 (0.0354) 0.67568 (0.0311) 0.11712 (0.0360) 0.00000 (0.0000) 0.31532 (0.0455) 0.36937 (0.0317) 0.23423 (0.0388) 
Camboja 0.00000 (0.0000) 0.00901 (0.0091) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.01802 (0.0182) 0.09910 (0.0417) 0.09910 (0.0316) 0.01802 (0.0121) 0.00000 (0.00000 0.01802 (0.0121) 0.04505 (0.0203) 0.01802 (0.0121) 
Malásia 0.14414 (0.0242) 0.02703 (0.0194) 0.10811 (0.0353) 0.09009 (0.0235) 0.28829 (0.0264) 0.66667 (0.0338) 0.64865 (0.0379) 0.31532 (0.0493) 0.03604 (0.0201) 0.23423 (0.0411) 0.35135 (0.0394) 0.36937 (0.0566) 
China 0.06306 (0.0273) 0.01802 (0.0121) 0.00901 (0.0091) 0.00901 (0.0091) 0.05405 (0.0148) 0.45946 (0.0515) 0.27027 (0.0429) 0.06306 (0.0237) 0.00000 (0.0000) 0.10811 (0.0326) 0.19820 (0.0379) 0.11712 (0.0305) 
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Japão 0.04505 (0.0203) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.10811 (0.0264) 0.39640 (0.0562) 0.23423 (0.0278) 0.10811 (0.0121) 0.00901 (0.0091) 0.17117 (0.0286) 0.18919 (0.0438) 0.06306 (0.0237) 
SEA 0.34234 (0.0424) 0.12613 (0.0309) 0.23423 (0.0243) 0.21622 (0.0201) 0.80180 (0.0395) 0.67568 (0.0563) 0.99099 (0.0030) 0.54054 (0.0272) 0.08108 (0.0316) 0.77477 (0.0389) 0.76577 (0.0311) 0.72973 (0.0287) 
Taiwan 0.04505 (0.0152) 0.00000 (0.0000) 0.00901 (0.0091) 0.00901 (0.0091) 0.09009 (0.0271) 0.40541 (0.0546) 0.24324 (0.0305) 0.05405 (0.0201) 0.00000 (0.0000) 0.12613 (0.0388) 0.13514 (0.0412) 0.12613 (0.0309) 
Nigéria 0.03604 (0.0148) 0.00901 (0.0091) 0.00901 (0.0091) 0.01802 (0.0121) 0.09009 (0.0303) 0.31532 (0.0389) 0.18018 (0.0407) 0.06306 (0.0194) 0.00000 (0.0000) 0.04505 (0.0152) 0.08108 (0.0163) 0.04505 (0.0203) 
Pigmeus 0.64865 (0.0327) 0.19820 (0.0402) 0.32432 (0.0411) 0.39640 (0.0562) 0.57658 (0.0594) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.68468 (0.0474) 0.08108 (0.0370) 0.70270 (0.0327) 0.99099 (0.0030) 0.63063 (0.0489) 
HS4.65 
 Ache Cinta Larga Gavião Guarani Caingangue Quéchua A Quéchua QT Surui Waiwai Xavante Ianomâmi Zoro 
Vietnã 0.99099 (0.0030) 0.52252 (0.0297) 0.02703 (0.0139) 0.99099 (0.0030) 0.04505 (0.0203) 0.99099 (0.0030) 0.18919 (0.0370) 0.12613 (0.0309) 0.45946 (0.0515) 0.02703 (0.0139) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 
Ásia Misto 0.08108 (0.0212) 0.54054 (0.0450) 0.33333 (0.0451) 0.35135 (0.0317) 0.72072 (0.0407) 0.19820 (0.0379) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.69369 (0.0526) 0.55856 (0.0522) 0.33333 (0.0592) 0.58559 (0.0434) 
Camboja 0.37838 (0.0402) 0.99099 (0.0030) 0.09009 (0.0303) 0.99099 (0.0030) 0.18018 (0.0429) 0.99099 (0.0030) 0.50450 (0.0243) 0.58559 (0.0434) 0.99099 (0.0030) 0.17117 (0.0316) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 
Malásia 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.36036 (0.0489) 0.99099 (0.0030) 0.54054 (0.0542) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.57658 (0.0310) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 
China 0.00000 (0.0000) 0.02703 (0.0194) 0.50450 (0.0243) 0.00000 (0.0000) 0.11712 (0.0273) 0.00901 (0.0091) 0.08108 (0.0212) 0.08108 (0.0286) 0.03604 (0.0278) 0.29730 (0.0451) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 
Japão 0.01802 (0.0121) 0.32432 (0.0364) 0.52252 (0.0618) 0.16216 (0.0353) 0.99099 (0.0030) 0.09009 (0.0235) 0.63964 (0.0598) 0.54054 (0.0606) 0.39640 (0.0278) 0.71171 (0.0417) 0.07207 (0.0297) 0.34234 (0.0379) 
SEA 0.01802 (0.0121) 0.17117 (0.0286) 0.67568 (0.0455) 0.18018 (0.0407) 0.99099 (0.0030) 0.03604 (0.0148) 0.72973 (0.0253) 0.45045 (0.0678) 0.22523 (0.0311) 0.99099 (0.0030) 0.04505 (0.0152) 0.14414 (0.0309) 
Taiwan 0.43243 (0.0633) 0.99099 (0.0030) 0.05405 (0.0201) 0.99099 (0.0030) 0.1621 (0.0297) 0.99099 (0.0030) 0.59459 (0.0411) 0.45946 (0.0550) 0.99099 (0.0030) 0.09910 (0.0316) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 
Nigéria 0.03604 (0.0201) 0.22523 (0.0311) 0.99099 (0.0030) 0.21622 (0.0338) 0.99099 (0.0030) 0.09009 (0.0303) 0.55856 (0.0675) 0.60360 (0.0385) 0.18919 (0.0370) 0.99099 (0.0030) 0.03604 (0.0201) 0.13514 (0.0244) 
Pigmeus 0.17117 0.99099 0.69369 0.46847 0.99099 0.24324 0.99099 0.99099 0.99099 0.66667 0.31532 0.34234 
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(0.0370) (0.0030) (0.0274) (0.0539) (0.0030) (0.0237) (0.0030) (0.0030) (0.0030) (0.0578) (0.0339) (0.0485) 
HS4.75 
 Ache Cinta Larga Gavião Guarani Caingangue Quéchua A Quéchua QT Surui Waiwai Xavante Ianomâmi Zoro 
Vietnã 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 
Ásia Misto 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 
Camboja 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 
Malásia 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 
China 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 
Japão 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 
SEA 0.15315 (0.0430) 0.50450 (0.0364) 0.40541 (0.0595) 0.52252 (0.0618) 0.18018 (0.0429) 0.48649 (0.0388) 0.45045 (0.0303) 0.43243 (0.0227) 0.53153 (0.0370) 0.20721 (0.0430) 0.40541 (0.0579) 0.46847 (0.0466) 
Taiwan 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 
Nigéria 0.00000 (0.0000) 0.00901 (0.0091) 0.00901 (0.0091) 0.00901 (0.0091) 0.00000 (0.0000) 0.05405 (0.0201) 0.01802 (0.0121) 0.01802 (0.0121) 0.01802 (0.0121) 0.01802 (0.0121) 0.00901 (0.0091) 0.01802 (0.0121) 
Pigmeus 0.16216 (0.0353) 0.30631 (0.0364) 0.28829 (0.0264) 0.32432 (0.0411) 0.29730 (0.0360) 0.26126 (0.0478) 0.33333 (0.0526) 0.34234 (0.0424) 0.42342 (0.0490) 0.19820 (0.0297) 0.25225 (0.0485) 0.26126 (0.0344) 
PV92 
 Ache Cinta Larga Gavião Guarani Caingangue Quéchua A Quéchua QT Surui Waiwai Xavante Ianomâmi Zoro 
Vietnã 0.53153 (0.0317) 0.01802 (0.0121) 0.99099 (0.0030) 0.33333 (0.0526) 0.40541 (0.0474) 0.09910 (0.0252) 0.19820 (0.0503) 0.61261 (0.0504) 0.99099 (0.0030) 0.39640 (0.0546) 0.58559 (0.0494) 0.71171 (0.0287) 
Ásia Misto 0.50450 (0.0433) 0.00000 (0.0000) 0.99099 (0.0030) 0.45045 (0.0606) 0.25225 (0.0445) 0.06306 (0.0194) 0.10811 (0.0402) 0.59459 (0.0433) 0.99099 (0.0030) 0.40541 (0.0434) 0.58559 (0.0475) 0.67568 (0.0530) 
Camboja 0.00901 0.00000 0.09009 0.03604 0.02703 0.00000 0.00000 0.42342 0.05405 0.00000 0.52252 0.04505 
153 
 
(0.0091) (0.0000) (0.0271) (0.0201) (0.0139) (0.0000) (0.0000) (0.0560) (0.0242) (0.0000) (0.0265) (0.0152) 
Malásia 0.09009 (0.0271) 0.99099 (0.0030) 0.03604 (0.0148) 0.39640 (0.0609) 0.15315 (0.0385) 0.66667 (0.0389) 0.33333 (0.0490) 0.00901 (0.0091) 0.09009 (0.0192) 0.05405 (0.0242) 0.00901 (0.0091) 0.19820 (0.0445) 
China 0.52252 (0.0425) 0.00000 (0.0000) 0.99099 (0.0030) 0.23423 (0.0338) 0.35135 (0.0459) 0.06306 (0.0194) 0.11712 (0.0273) 0.64865 (0.0425) 0.99099 (0.00300 0.44144 (0.0566) 0.57658 (0.0511) 0.69369 (0.0334) 
Japão 0.99099 (0.0030) 0.02703 (0.0139) 0.54054 (0.0407) 0.99099 (0.0030) 0.99099 (0.0030) 0.54955 (0.0515) 0.77477 (0.0364) 0.09910 (0.0252) 0.69369 (0.0238) 0.99099 (0.0030) 0.09009 (0.0303) 0.99099 (0.0030) 
SEA 0.64865 (0.0379) 0.09910 (0.0286) 0.09910 (0.0370) 0.99099 (0.0030) 0.59459 (0.0388) 0.66667 (0.0364) 0.99099 (0.0030) 0.08108 (0.0286) 0.32432 (0.0364) 0.63063 (0.0384) 0.02703 (0.0194) 0.52252 (0.0327) 
Taiwan 0.43243 (0.0522) 0.00000 (0.0000) 0.99099 (0.0030) 0.29730 (0.0333) 0.37838 (0.0466) 0.07207 (0.0378) 0.18919 (0.0370) 0.66667 (0.0412) 0.99099 (0.0030) 0.46847 (0.0446) 0.60360 (0.0360) 0.70270 (0.0539) 
Nigéria 0.00901 (0.0091) 0.53153 (0.0533) 0.00901 (0.0091) 0.02703 (0.0139) 0.00901 (0.0091) 0.09910 (0.0212) 0.03604 (0.0201) 0.00000 (0.0000) 0.00901 (0.0091) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 
Pigmeus 0.03604 (0.0201) 0.99099 (0.0030) 0.00901 (0.009) 0.10811 (0.0227) 0.09009 (0.0303) 0.42342 (0.0273) 0.26126 (0.0417) 0.00000 (0.0000) 0.05405 (0.0201) 0.05405 (0.0148) 0.00000 (0.0000) 0.12613 (0.0309) 
TPA25 
 Ache Cinta Larga Gavião Guarani Caingangue Quéchua A Quéchua QT Surui Waiwai Xavante Ianomâmi Zoro 
Vietnã 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00901 (0.0091) 0.00000 (0.0000) 0.01802 (0.0121) 0.00901 (0.0091) 0.36036 (0.0429) 0.00000 (0.0000) 0.16216 (0.0326) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 
Ásia Misto 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00901 (0.0091) 0.03604 (0.0201) 0.00901 (0.0091) 0.44144 (0.0478) 0.00000 (0.0000) 0.32432 (0.0562) 0.01802 (0.0121) 0.00000 (0.0000) 
Camboja 0.00000 (0.0000) 0.04505 (0.0203) 0.00901 (0.0091) 0.16216 (0.0326) 0.27027 (0.0383) 0.44144 (0.0394) 0.23423 (0.0454) 0.48649 (0.0338) 0.05405 (0.0201) 0.59459 (0.0364) 0.36937 (0.0394) 0.27027 (0.0429) 
Malásia 0.00000 (0.0000) 0.00901 (0.0091) 0.00000 (0.0000) 0.07207 (0.0182) 0.07207 (0.0227) 0.21622 (0.0309) 0.09009 (0.0303) 0.67568 (0.0280) 0.02703 (0.0194) 0.70270 (0.0446) 0.09910 (0.0344) 0.05405 (0.0278) 
China 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.09910 (0.0252) 0.12613 (0.0388) 0.28829 (0.0521) 0.13514 (0.0244) 0.78378 (0.0408) 0.00901 (0.0091) 0.99099 (0.0030) 0.12613 (0.0309) 0.15315 (0.0237) 
Japão 0.00000 (0.0000) 0.04505 (0.0152) 0.00000 (0.0000) 0.18919 (0.0550) 0.30631 (0.0454) 0.33333 (0.0333) 0.26126 (0.0459) 0.40541 (0.0434) 0.03604 (0.0148) 0.60360 (0.0273) 0.34234 (0.0424) 0.31532 (0.0412) 
SEA 0.00000 (0.0000) 0.15315 (0.0139) 0.00901 (0.0091) 0.39640 (0.0562) 0.61261 (0.0425) 0.81081 (0.0489) 0.68468 (0.0529) 0.30631 (0.0309) 0.27928 (0.0459) 0.17117 (0.0459) 0.76577 (0.0494) 0.61261 (0.0618) 
154 
 
Taiwan 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00901 (0.0091) 0.03604 (0.0201) 0.03604 (0.0148) 0.76577 (0.0366) 0.01802 (0.0182) 0.68468 (0.0389) 0.01802 (0.0121) 0.03604 (0.0201) 
Nigéria 0.00000 (0.0000) 0.05405 (0.0242) 0.00000 (0.0000) 0.15315 (0.0194) 0.29730 (0.0360) 0.40541 (0.0339) 0.26126 (0.0212) 0.68468 (0.0579) 0.05405 (0.0278) 0.80180 (0.0345) 0.37838 (0.0504) 0.21622 (0.0243) 
Pigmeus 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.00000 (0.0000) 0.02703 (0.0139) 0.01802 (0.0121) 0.37838 (0.0504) 0.00901 (0.0091) 0.30631 (0.0309) 0.04505 (0.0203) 0.04505 (0.0152)  
